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August Rippel-Baldes 
zum 70. Geburtstag 


Am 1. November dieses Jahres ist Prof. Dr. Dr. h.c. August RiPPEL- 
BatpeEs 70 Jahre alt geworden. Er wurde in Birkenfeld (Nahe) geboren 
und erzogen. Auf dem humanistischen Gymnasium hat er als Sohn eines 
Kaufmannes und als Grenzlandbewohner die Bildung und die Eindriicke 
erhalten, die seinen weltoffenen Charakter mit dem untriiglichen Blick 
fiir alles Echte, Wahre und Schéne geprigt und ihm eine tiefe Liebe 
zur Heimat geschenkt haben. So auf das Beste ausgeriistet, studierte er 
von 1907 bis 1912 in Géttingen, Miinchen und Marburg, wo er bei 
Artuur Meyer, dem damals auf dem Gebiet der Mikrobiologie als Zweig 
der Botanik fiihrenden deutschen Gelehrten, zum Dr. phil. promovierte. 

Von 1912 bis 1917 wirkte Ripper als Assistent an der Landwirtschaft- 
lichen Versuchsanstalt Augustenberg (Baden). Dort hat er verschiedene 
botanische und agrikulturchemische Themen bearbeitet und auBerdem 
eine Weinrebe geziichtet, die sich auch heute noch groBer Wertschatzung 
erfreut. RIePEL meinte hierzu einmal in seiner schalkhaften Art, da die 
Anerkennung seiner Rebe ihm besondere Freude bereite, weil diese Ziich- 
tung das einzig Verniinftige sei, das er in seinem Leben geschaffen habe. 

AnschlieBend ging Rrppst als Assistent an das Agrikulturchemische 
und Bakteriologische Institut in Breslau, wo er sich 1919 habilitierte. 
Hier begann er mit seinen Untersuchungen, die spater zur Widerlegung 
des Mitscherlich-Bauleschen Gesetzes der Wachstumsfaktoren fihrten. 

1923 wurde er als Nachfolger von ALFRED Kocu nach Gottingen be- 
rufen. Von hier aus vollzog sich unter seiner Fihrung in Deutschland 
die Entwicklung der Mikrobiologie zu einer selbstandigen Disziplin, was 
auch auBerlich durch den neuen Institutsnamen Institut fiir Mikro- 
biologie‘ an Stelle von ,,Institut fir Landwirtschaftliche Bakteriologie“ 
in Erscheinung trat. Die Einheit der Mikrobiologie als drittem selb- 
stiindigen Zweig der Biologie neben Botanik und Zoologie fand er be- 
griindet in der Stellung der Mikroorganismen und ihrer Tatigkeit im 
Stoffumsatz der Natur. Mit der stetigen Bildung der Lebensgrundlage 
fiir alle hodheren Lebewesen durch SchlieBung des natiirlichen Stoffkreis- 
laufs ist iam das Gebiet der Mikrobiologie die  Zymologie der Gesamt- 
heit der Lebensvorgange“. 

Es war Riprets Ziel, das wissenschaftliche Verstandnis der mikro- 
biellen Prozesse in Natur und Kultur im einzelnen wie im ganzen aus den 
exakt naturwissenschaftlichen Erkenntnisgrundlagen zu erarbeiten und 
darzustellen. Gemeinsam mit seinen Mitarbeitern und einer standig 
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auf viele Gebiete seines Faches aus. Nur einige seien hier stichwort- 
artig erwihnt: Morphologie der Mikroorganismen, insbesondere die Be- 
geiBelungs- und Zellkernfragen bei Bakterien; Physiologie, z. B. der Stoff- 
wechsel einzelner Spezialisten (Cellulose-, Tannin-, Chitinzersetzer, EHisen 
und Schwefel oxydierende Mikroorganismen); Energiebilanzen ver- 
schiedener Stoffwechseltypen, EiweiBbildung, Bedeutung der Kohlen- 
saiure fiir Heterotrophe; Spurenelemente, Ionenantagonismus, Farbstoffe 
und Antibiotica, Humusbildung; Okologie, vor allem natiirliche Stand- 
orte der Mikroorganismen in Boden und Wasser, Antibiose, Symbiose, 
Rhizosphare, Parasitismus und Domestikation. Manche seiner For- 
schungsergebnisse konnten auch unmittelbar praktische Bedeutung ge- 
winnen, z. B. die mikrobiologische Fettsynthese. 

Eine groBe Zahl von Veréffentlichungen gibt Rechenschaft von der 
geleisteten Arbeit. AuBer Beitragen zu mehreren Handbichern ver- 
faBte. RrppEL verschiedene, im In- und Ausland geschatzte und an- 
erkannte Biicher, so ,,Wachstumsgesetze bei hdheren und niederen 
Pflanzen‘, ,, Vorlesungen tiber theoretische Mikrobiologie“, ,, Vorlesungen 
tiber Bodenmikrobiologie*“ und ,,GrundriB der Mikrobiologie“. Gemein- 
sam mit J. BenRens und F. Boas griindete Rippet im Jahre 1930 das 
, Archiv fiir Mikrobiologie‘, um dem neuen Fach in Deutschland ein 
eigenes Organ zu schaffen. Das ,,Archiv ist heute im In- und Ausland 
weit verbreitet. 

Ripe sind Erfolge und Anerkennung nicht in den Schof gefallen. 
Seine Bestrebungen stieBen bei manchen Wissenschaftlern und bei den 
Hochschulbehorden vielfach auf mangelndes Verstaéndnis, wenn nicht 
Widerstand, und er hat oft sehr kimpfen miissen, um seine Ideen durch- 
zusetzen. Bei allen Schwierigkeiten war ihm sein besonders gliickliches 
Familienleben, das er aus seinem inneren Erlebnisreichtum mit Ge- 
schichten und Tiermarchen beschenkte, die beste Hilfe. Aus seinem 
Garten spricht der Naturfreund, der die durchlichtete anspruchslose 
Birke liebt. Auch schafften ihm seine stetig gepflegten Interessen an 
Heimat- und Vorgeschichte Sphiren, die er mit seinem Wesen lebendig 
durchdrang und ihn so seinen Schiilern auch menschlich zu einem leuch- 
tenden Vorbild werden lieBen. 

So kann Aucust RippeL-BALpEs heute auf ein wahrhaft erfiilltes 
Leben zuriickblicken. Seine groBen Verdienste fanden ihre Anerkennung 
darin, daB ihn die Géttinger Akademie der Wissenschaften schon 1939 
zu ihrem Mitglied ernannte, und da die Universitit GieBen ihm 1957 
die Khrendoktorwiirde verlieh. Seine Schiiler, die ihn als giitigen Lehrer 
verehren, seine vielen Freunde im In- und Ausland und der Verlag gra- 
tulieren ihm herzlichst und wiinschen ihm noch viele Jahre eines gliick- 
lichen Feierabends in Gesundheit und Zufriedenheit. 


H. Borrs.s 
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(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Koln, Abt. fiir Mikrobiologie) 


Grundlagen der Populationsgenetik von Bakteriophagen * 


Von 
CARSTEN BRESCH 


(Hingegangen am 23. Mai 1958) 


Bei genetischen Experimenten an héheren Organismen ist es méglich, einzelne 
Parentalindividuen zu kreuzen und die direkte Nachkommenschaft einer solchen 
Kreuzung zu untersuchen. Aus der Haufigkeit des Auftretens bestimmter Merk- 
malskombinationen konnten, in Verbindung mit zytologischen Beobachtungen, die 
grundlegenden Prinzipien und Mechanismen der Merkmalsiibertragung aufgeklart 
werden. 

Bei entsprechenden Untersuchungen an Bakteriophagen erschwert 
deren Kleinheit nicht nur jede morphologische Beobachtung erheblich, 
sondern verhindert die Handhabung einzelner Individuen generell. Eine 
Kreuzung von zwei Phagenmutanten ist daher nur mit vielen Partikeln 
beider Stimme moglich, die zufallsstatistisch an viele Wirtsbakterien 
adsorbiert werden, in denen dann, unserer direkten Beobachtung ent- 
zogen, die Reduplikation und genetische Rekombination der Phagen- 
partikel stattfindet. Der Untersuchung zuganglich sind erst wieder nach 
Ablauf der sogenannten Latenzperiode, d. h. nach der Lyse der Bakterien, 
die Endprodukte dieser Prozesse, namlich die dabei frei werdenden 
etwa 20—300 fertigen Nachkommenphagen. Aufgabe der Phagengenetik 
ist es, ohne die Hilfe von zytologischer Beobachtung zur Verfiigung zu 
haben, allein aus den Haufigkeiten von Merkmalskombinationen, die in 
der Latenzperiode ablaufenden Mechanismen zu erschlieBen. 


I. Die Pool-Kinetik 


Adsorbiert ein Bacterium ein oder mehrere Phagenpartikel, so dringen 
diese — oder genauer nur deren DNS-Anteile —in die Bakterienzelle ein 
(HersHey u. CuasE 1952). Die eingedrungenen Strukturen werden als 
vegetative’ Phagenpartikel bezeichnet und sind nicht mehr infek- 
tids. Sie sind jedoch fahig, mit Hilfe des Bakterienstoffwechsels wieder 
reife, d. h. infektidse Partikel mit Proteinhiillen zu bilden. Die ersten 
dieser reifen Nachkommenphagen treten in den Zellen etwa nach Ablauf 
der halben Latenzperiode auf (DoERMANN 1951). 

Es ist evident, da8 zur Entstehung der Nachkommenphagen eine viel- 
fache Reproduktion der genetischen Substanz erforderlich ist. Hierfiir 
bieten sich zwei Wege an: Entweder vermehren sich die vegetativen 
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Partikel selbst (direkt oder indirekt) durch geometrische Progression 
(Zweiteilung), oder es wird in einer Art Druckverfahren nach dem vor- 
liegenden Muster eine Kopie nach der anderen hergestellt. Lurra hat fiir 
beide Annahmen die zu erwartende statistische Verteilung der Klon- 
grdBen von spontanen Mutationen in Wiirfen von einzelnen Bakterien 
berechnet und mit dem Experiment verglichen (Lurta 1951). 

Die Einzelwurf-Technik (single burst) wurde von Burner (1929) eingefiihrt. 
Man verdiinnt die Suspension der infizierten Bakterien so weit, daB bei einer 
weiteren Aufteilung in viele gleiche Portionen im Mittel weniger als ein Bacterium 
auf eine Portion entfallt. Jede Portion wird nach Ablauf der Latenzperiode dann 
auf je einer Petrischale plattiert. Sie enthalt den Wurf keines, eines und nur in 
seltenen Fallen mehrerer Bakterien (Poisson-Wahrscheinlichkeiten). 

Die von Luria experimentell gefundene Verteilung der Klongréfen 
von Mutationen entsprach der Erwartung einer Zweiteilung. Dieses Er- 
gebnis bedeutet zwar nicht unbedingt, da sich der vegetative Phage als 
Ganzes durch Zweiteilung vermehrt, es beweist aber, da zumindest die 
einzelnen Gene des Phagen zweigeteilt werden. Mehr noch, es zeigt, daB 
die Produkte von kompletten oder partiellen Reduplikationen gleich- 
berechtigt neben ihre Erzeuger treten, d. h. im weiteren Verlauf sich selbst 
ebenfalls geometrisch reproduzieren. 

Dieser Befund bildet die wichtigste Grundlage der Populations- 
genetik von Bakteriophagen. 

Wird ein Bacterium von verschiedenen Phagenmutanten infiziert, so 
werden in der Nachkommenschaft Rekombinanten beobachtet. Deren 
Anteil hangt von dem benutzten Phagen und dem betrachteten Genpaar 
ab. Die Technik der vorzeitigen Lyse (premature lysis), die von DoERMANN 
(1951) entwickelt wurde, gestattet es, die Kinetik der Rekombinanten- 
Entstehung zu verfolgen. 

Hierzu wird eine Suspension infizierter Bakterien in eine sogenannte Lysis- 
Mischung verdiinnt. Diese besteht aus 10-? mol. NaCN und einem hochtitrigen, 
jedoch stark UV-inaktivierten Lysat eines anderen Phagenstammes (meist T6). 
Die CN~-Ionen stoppen sofort weitere Phagenvermehrung innerhalb des Bacteriums 
und bringen kurz darauf mit Hilfe der UV-inaktivierten Phagen die Bakterienzelle 
zur Lyse. Hierdurch werden alle in der Zelle bereits vorhandenen fertigen Phagen 
in Freiheit gesetzt und kénnen durch Plattierung gezihlt werden. 

Mit dieser Technik konnte DomrRMANN zeigen, da der Anteil der 
Rekombinanten an den schon fertigen Partikeln im Laufe der Latenz- 
periode ansteigt. Betrachtet man die in einem Zeitintervall hinzu- 
gekommenen Partikel, so lassen sich daraus Riickschliisse auf die zu dieser 
Zeit vorhandenen Anteile der verschiedenen genetischen Typen im so- 
genannten ,,Pool der vegetativen Phagen ziehen. Hierbei wird eine 
Reifung zufilliger Partikel angenommen, was durch experimentelle 
Ergebnisse von Visconti u. GAREN (1953) sowie von HersHEy (1953) 
gerechtfertigt wird. 
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Auf diese Weise konnten auch Brescu u. TRAUTNER (1955) an T 1 einen 
etwa linearen Anstieg des Rekombinantenanteils im Pool wahrend der 
Latenzperiode nachweisen, was unter Beriicksichtigung der gleich- 
berechtigten Vermehrung aller Partikel eine gleichbleibende Wahrschein- 
lichkeit fiir Rekombinationsprozesse je Partikel bedeutet. Erst gegen 
Ende der Latenzperiode zeigt sich ein Abbiegen des ursprtinglich linearen 
Anstiegs des Rekombinantenanteils. Ein derartiger Effekt ist zu er- 
warten, wenn die Rekombinantenbildung in einzelnen, aufeinander 
folgenden Rekombinationsprozessen vor sich geht. Dann namlich 
miBten mit steigender Rekombinantenzahl im Pool derartige Prozesse 
auch zur Riickrekombination zu Parentaltypen fiihren, was die bis dahin 
konstante relative Zuwachsrate an Rekombinanten verkleinern wiirde. 

Diese Kinetik der Rekombinantenbildung rechtfertigt die Auflésung 
des gesamten Rekombinationsgeschehens in einzelne zufallige, konse- 
kutive und voneinander unabhangige Rekombinationsprozesse zwischen 
zufalligen Partnern im Pool. Hin derartiger einzelner Rekombinations- 
prozess soll eine ,,Rekombinationsserie“’ genannt werden und kann 
mehrere (eventuell voneinander abhangige) Rekombinationsakte um- 
fassen. Die Zufalligkeit der Rekombinationsserien wird besonders deutlich 
bei der Betrachtung von Einzelwiirfen mischinfizierter Bakterien. In 
diesen ist nimlich der Rekombinantenanteil einer starken Fluktuation 
unterworfen, die sich auch auf reziproke Typen erstreckt. 

Die mathematische Analyse des sich so ergebenden populations- 
genetischen Problems wurde von Visconti u. DELBRUCK (1953) durch- 
gefiihrt. Sie basiert also auf den Grundannahmen: 1. Vegetative Partikel 
bilden Tochterpartikel, die gleichberechtigt, d. h. reproduktions- und 
rekombinationsfihig neben ihre Erzeuger treten. 2. Zwischen zufalligen 
Partnern finden zeitlich zufallige Rekombinationsserien statt. Die hierbei 
entstehenden Rekombinanten sind ebenfalls gleichberechtigte Partikel 
des Pools. 

Beide Annahmen sind durch experimentelle Daten gerechtfertigt. Zur 
mathematischen Durchfiihrung sind aber noch weitere Annahmen erfor- 
derlich, namlich: 3. Die fiir Rekombinationsakte bendtigte Zeit soll kurz 
sein gegen die Reduplikationsdauer, d. h. Rekombination soll keine 
merkliche Verzégerung der Reduplikation hervorrufen. 

Fiir diese dritte Annahme bestehen keine experimentellen Anhalts- 
 punkte. Sie wurde lediglich aus Griinden der Kinfachheit getroffen. Hs ist 
jedoch wesentlich, da8 im Gegensatz zu den ersten beiden Annahmen ein 
- Nichtzutreffen der dritten Voraussetzung nur zu einer quantitativen 
Verschiebung des Ergebnisses, nicht jedoch zur erundsitzlichen Un- 
giiltigkeit der Betrachtungsweise fibrt. 

Fiir die mathematische Formulierung einer Kreuzung mit nur zwei 
Faktoren ist keinerlei weitere Annahme erforderlich. Bei Behandlung 
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einer 3 Faktor-Kreuzung dagegen ergeben sich zwei zusatzliche Fragen, 
die jedoch eher dem Rekombinationsmechanismus selbst als der Pool- 
Kinetik zuzuordnen sind. 


IL. Einflu’ des Rekombinationsmechanismus 
Die erste dieser Fragen betrifft die Zahl der zu einer Rekombinations- 
serie beisteuernden Elternstrukturen, wahrend die zweite die gegenseitige 
Beeinflussung von einzelnen Rekombinationsakten innerhalb einer Serie 
beinhaltet (Interferenz). 


A. Paarweise oder komplette Kooperation 


Grundsiitzlich kann die Bildung eines neuen Rekombinanten-Partikels 
durch Kooperation von stets zwei und nur zwei Elternpartikeln erfolgen, 
oder es kénnen daran mehrere, im Extremfalle alle Partikel des Pools 
beteiligt sein. 

Die erste Méglichkeit schlieBt sich eng an die Genetik héherer Organis- 
men an und wurde von Visconti u. DELBRUcK (1953) in deren mating- 
Theorie als vierte Voraussetzung eingefiihrt. Unter dieser Annahme von 
,,Paarungen“ jeweils zweier zufalliger Elternpartikel zur Rekombinanten- 
bildung kann ein phagen-infiziertes Bacterium einem grofen Kafig ver- 
glichen werden, in den einige genetisch verschiedene Kaninchen gesetzt 
werden, die sich iiber einige Jahre hin zufallig paaren und vermehren. 

Neben dieser konservativen Betrachtung besteht aber seit vielen Jahren 
das ,,partial replica‘‘ Modell, das auf eine Idee von Lurta (1947) zuriick- 
geht und vornehmlich von DoERMANN, CHASE u. STAHL (1955) vertreten 
wurde. Nach diesem Modell entstehen Rekombinanten durch den Zu- 
sammenbau von Teilreplikas, die von verschiedenen zufilligen Eltern- 
matrizen zuvor gebildet wurden. Es kénnen also tatsichlich mehrere, im 
Grenzfall alle Parentalstrukturen einer Zelle zu einer Serie beitragen. In 
Rekombinationsserien dieser Art kooperieren simtliche Partikel des 
Pools gleichberechtigt. Wieviele und welche Elternmatrizen zu einer be- 
stimmten Serie beitragen, ist dem Zufall iiberlassen. 

Brescr u. STARLINGER (1958) zeigten kiirzlich, da8 derartige Modelle 
einer ,,kompletten Kooperation” im wesentlichen der gleichen mathema- 
tischen Behandlung geniigen wie die mating-Theorie. Fiir 2 Faktor- und 
symmetrisch infizierte 3 Faktor-Kreuzungen sind sogar beide Vor- 
stellungen grundsiitzlich ununterscheidbar. Eine experimentelle Prii- 
fungsmoglichkeit ergibt sich jedoch prinzipiell in asymmetrisch infizierten 
3 Faktor- oder 3 Allel-3 Eltern-Kreuzungen. In derartigen Kreuzungen 
erhalt man namlich nach beiden Vorstellungen unterschiedliche Haufig- 
keitserwartungen fiir bestimmte Rekombinantentypen. Die experimen- 
telle Unterscheidung von paarweiser und kompletter Kooperation 
begegnet jedoch gré®eren technischen Schwierigkeiten, an deren Uber- 
windung zur Zeit gearbeitet wird. 
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Mit diesen vier Voraussetzungen gelingt die vollstandige mathemati- 
sche Behandlung der Populationsgenetik von Bakteriophagen fiir alle 
denkbaren 3 Faktor-Kreuzungen. Man erhalt ein System von Gleichun- 
gen, das sich fiir paarweise oder komplette Serien-Kooperation nur ge- 
ringfiigig unterscheidet (siehe hierzu BREscH u. STARLINGER 1958). In 
beiden Fallen werden die Antcile der verschiedenen genetischen Kombi- 
nationsméglichkeiten einer Kreuzung gegeben als Funktion von 4 Para- 
metern, naémlich von q; und qy;;, den jeweiligen Rekombinations- 
wahrscheinlichkeiten der beiden AuBengene mit dem Mittelgen in einer 
einzelnen Rekombinationsserie, q ;1;, der Wahrscheinlichkeit fir eine 
doppelte Rekombination beider AuBengene mit dem Mittelgen in einer 
einzelnen Rekombinationsserie und s, der ,,mittleren®‘ Serienerfahrung je 
Partikel in einem Infektionscyclus. (Siehe hierzu Abschnitt C.) 

Tn beiden Fallen (paarweise oder komplette Kooperation) lassen sich 
durch Umkehrung des Gleichungssystems aus den experimentell er- 
haltenen Rekombinantenanteilen einer beliebigen 3 Faktor-Kreuzung 
Zahlenwerte fiir drei Produkte berechnen, namlich firs - qy; s+ qj; und 
8° QL 11- 

Die Einzelberechnung der vier Parameter s, qy, qyy und qj; ist jedoch 
auf der Basis der bisher getroffenen vier Annahmen allein prinzipiell 
unmoglich. 


B. Inter ferenz 

Wir haben eben gesehen, da8 die bisherigen Annahmen noch keine 
Entscheidung dariiber erlaubten, ob im Laufe eines Infektionscyclus 
viele Rekombinationsserien (s groB) mit jeweils nur recht kleinen Re- 
kombinationswahrscheinlichkeiten (q;, qr; Grr klein) ablaufen oder ob 
in nur wenigen Serien (s klein) viele Rekombinationen erfolgen (q1, qr, 
dri gro8). 

Dadas Experiment nur drei unabhangige Zahlenwerte liefert, k6nnen die 
vier Parameter nur dann berechnet werden, wenn eine weitere Beziehungs- 
gleichung angenommen wird. Sinnvollerweise wahlt man dazu eine 
Gleichung, in der q; 3; als Funktion von q; und qyy angegeben wird. Die 
drei Rekombinationswahrscheinlichkeiten qy,, qj; und qr Sind namlich 
voneinander nicht unabhangig. Ihre Beziehung wird durch das Inter- 
ferenzverhalten wihrend einer Serie festgelegt, d. h. durch die Frage, ob 
und wie auftretende Rekombinationsakte die Wahrscheinlichkeit fiir 
weitere Rekombinationsakte beeinflussen. 

Wiirde keinerlei Beeinflussung zwischen den Rekombinationsakten be- 
stehen, so ware Qrir = Ar * An (Fehlen von Interferenz). 

Fiir eng-gekoppelte Gene ist diese Annahme sicherlich falsch, denn 
Crass u. DoERMANN (1958) konnten zeigen, daB mit erheblich erhohter 
Wahrscheinlichkeit in der Nahe eines Rekombinationsaktes noch weitere 
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Rekombinationsakte auftreten. Diese negative Interferenz erwies sich 
als abstandsabhiingig, d. h. stieg fiir kleiner werdende Abstande stark an. 
Ein analoger Befund wurde auch bei Aspergillus und Neurospora beob- 
achtet. 

Trotz dieses Ergebnisses mag die Annahme eines Fehlens von Inter- 
ferenz fiir Kreuzungen mit relativ groBen Genabstanden in guter Nahe- 
rung gerechtfertigt sein. Aufgabe weiterer Untersuchungen ist es, diesen 
Fragenkomplex zu klaren. 

Es sei darauf hingewiesen, daB es sich bei der eben besprochenen Inter- 
ferenz um Geschehnisse innerhalb der einzelnen Rekombinationsserie 
handelt. Diese ist der von der Genetik héherer Organismen her bekannten 
Interferenz vergleichbar und darf nicht mit einer zweiten abstandsunab- 
haingigen negativen Interferenz verwechselt werden, die sich zwangs- 
laufig aus einer Populationsgenetik mit zufallsverteilten Rekombinations- 
serien zwischen zufilligen Partnern ergibt, wenn man die summarischen 
Rekombinationswahrscheinlichkeiten und nicht die einzelnen Re- 
kombinationsserien betrachtet. 


C. Die Serienerfahrung 


Es mag auf den ersten Blick befremdend erscheinen, daB in der bis- 
herigen Darstellung der Populationsgenetik der eigentliche Mechanismus 
des Rekombinationsgeschehens gar nicht beriicksichtigt wurde. Es 
konnte ganz abstrakt von einzelnen Rekombinationsserien gesprochen 
werden, wobei lediglich die Fragen der paarweisen bzw. kompletten 
Kooperation und die der Interferenz behandelt werden muBten. 

Tatsachlich sind fiir die mathematische Analyse des Problems alle 
weiteren Hinzelheiten ohne Belang. Das hei8t aber nicht nur, daB der 
mathematischen Abstraktion eine Reihe von interpretierenden Modellen 
zugeordnet werden kann, sondern auch, daB all diese Modelle niemals mit 
Hilfe von Rekombinantenhaufigkeiten aus beliebigen 3 Faktor-Kreuzun- 
gen unterschieden werden kénnen. 

Betrachten wir z.B. die Interpretationsméglichkeiten der paarweisen 
Kooperation: festgelegt ist also lediglich die Bedingung, daB die aus einer 
Serie hervorgehenden Rekombinanten ihre genetische Information nur 
von zwei EKlternpartikeln herleiten kénnen. Es bleibt offen, ob die Eltern- 
strukturen selbst in dieser Serie verloren gehen kénnen (z. B. durch 
Briiche und kreuzweise Wiedervereinigung) oder ob sie zwangsliufig 
unbertihrt aus der Serie neben den Rekombinantenpartikeln wieder her- 
vorgehen. Ebenso bleibt offen, ob in einer Serie stets zwei reziproke 
Rekombinanten oder nur eine Einzelrekombinante gebildet wird. Diese 
Allgemeingiiltigkeit gewinnt die mathematische Analyse aus der Be- 
nutzung der mittleren Serienerfahrung als tragenden Parameter. Diese 
mittlere Serienerfahrung ist zu Beginn des Infektionscyclus fiir alle 
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Partikel des Pools s = 0. Findet nun aber eine Serie statt, so erhalten 
alle Partikel, die aus dieser Serie als Rekombinanten hervorgehen 
kénnen (auch wenn sie das in dem Spezialfall gerade dieser Serie nicht 
tun) die Serienerfahrung s = 1. Die Serienerfahrung geht dabei nicht auf 
Elternpartikel iiber, die die Serie unverandert wieder verlassen miissen. 
Tragt in einer weiteren Serie ein Partikel mit seiner Serienerfahrung 
s = 1 zur Bildung einer neuen Rekombinante bei, wahrend die iibrigen 
beitragenden Elternpartikel die Serienerfahrung s = 0 haben, so erhalten 
alle Abschnitte der neu gebildeten Rekombinante die Serienerfahrung 
s = 1 mit Ausnahme derjenigen Abschnitte, die sich von der Eltern- 
struktur mit s = 1 herleiten. Diese Abschnitte erhalten die Serien- 
erfahrung s = 2. Entsprechend wird bei weiteren Serien verfahren. 

Hs ist ersichtlich, daB bereits die Serienerfahrung eines Partikels nicht 
einheitlich zu sein braucht und man daher bereits von der mittleren 
Serienerfahrung eines bestimmten Partikels sprechen muB, die sich aus 
‘den s:Werten seiner einzelnen Abschnitte, gewogen mit deren Langen, 
ergibt. 

Der Mittelwert der jeweiligen mittleren Serienerfahrung der einzelnen 
Partikel liefert die mittlere Serienerfahrung schlechthin, die von einem 
Wert s = 0 zu Beginn der Latenzperiode aus standig ansteigt. Sie erreicht 
bei der Lyse der Bakterien einen bestimmten Wert, der charakteristisch 
fiir jeden Phagenstamm ist. Dieses ist der in Abschnitt A benutzte s-Wert. 

Die tatsichliche mittlere Zahl von Rekombinationsserien je Infektions- 
cyclus bleibt unbestimmbar. Sie kann erst dann aus der mittleren 
Serienerfahrung eines Phagenstammes berechnet werden, wenn bekannt 
ist, wie viele Rekombinantenpartikel in einer einzelnen Serie gebildet 
werden. 
IIL. Schlu’bemerkungen 

Wir haben gesehen, daB die vollstindige Analyse der Populations- 
genetik von Bakteriophagen auf fiinf Voraussetzungen basiert: 

1. Gleiche geometrische Vermehrung aller Eltern- und Tochterstruk- 
turen. 2. Zufallige Rekombinationsserien zwischen zufalligen Partnern. 
3. Keine Verzégerung der Reduplikation durch Rekombination. 4. a) paar- 
weise oder b) komplette Kooperation von Elternstrukturen in einer 
Serie. 5. Spezielle Annahmen iiber die Interferenz innerhalb einer Re- 
_ kombinationsserie. 

Diese Voraussetzungen fiihren zu einer mathematischen Lésung fir 
beliebige 3 Faktor-Kreuzungen, die noch erhebliche Freiheiten fir den 
Rekombinationsmechanismus enthalt, iiber die prinzipiell keine Aussagen 
auf Grund von Rekombinantenanteilen beliebiger Kreuzungen méglich 
sind. Fragen des Rekombinationsmechanismus miissen auf anderen 
Wegen, z.B. durch statistische Analysen von Kinzelwiirfen gelost 


werden. 
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Die so gewonnene generelle Behandlung des populationsgenetischen 
Problems bedarf noch zweier Korrekturen, die aus Griinden der Voll- 
stindigkeit nicht unerwaihnt bleiben diirfen. 

Die erste dieser Schwierigkeiten erwachst aus der Tatsache der Reifung 
von vegetativen Strukturen zu infektiésen Phagen. Da nur gereifte 
Partikel unserer Beobachtung zuginglich sind, entsprechen die experimen- 
tell beobachteten Rekombinantenanteile nicht direkt den analogen 
GréBen der mathematischen Behandlung, sondern (zufallige Reifung in 
konstanter Rate vorausgesetzt) deren Mittelwerten wahrend der Periode 
der Reifung. Dieser Gesichtspunkt wurde bereits in der Behandlung von 
VisconTI u. DELBRUCK (1953) beriicksichtigt. 

SchlieBlich muB aber noch die eingangs erwahnte statistische Infektion 
der Bakterien beachtet werden. Wahrend die mathematische Behand- 
lung davon ausgeht, da8 in allen Bakterien das gleiche Verhaltnis von 
Elternphagen vorhanden ist, unterliegt de facto dieses Verhaltnis be- 
rechenbaren Schwankungen. Diese Tatsache bendtigt eine weitere Korrek- 
tur der mathematischen Analyse, die von LENNox, LEVINTHAL u. SMITH 
(1953) angegeben wurde. 
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Versuche zur Sichtbarmachung von Geielaggregaten 
der Bakterien im Fluorescenzmikroskop* 


Von 
FRANZ BUKATSCH 


Mit 1 Textabbildung 


(Hingegangen am 14. Marz 1958) 


Im Zeitalter der Elektronenmikroskopie mag es miiBig erscheinen, sich um die 
lichtoptische Darstellung von Bakteriengeifeln zu bemtihen, wo doch die elektronen- 
optische Abbildung dieser ungemein zarten Bewegungsorganelle — zumal nach 
Schragbedampfung des Objekts — in uniibertroffener Scharfe und Plastik méglich 
ist. Es sind aber infolge des hohen Preises und der noch relativen Seltenheit des 
Elektronenmikroskopes nur wenige Untersucher in der Lage, sich eines solchen 
Gerates zu bedienen. 

Die bisher iiblichen lichtoptischen GeiBeldarstellungsmethoden zerfallen in zwei 
Hauptgruppen: 1) die Hellfeldbeobachtung mit Vorbeizung und folgender Farbung 
des Praparates und 2) die Dunkelfeldanwendung, welche auch die Beobachtung 
lebender Zellen und ihrer Fortbewegungsart gestattet. Das Phasenkontrastverfahren 
brachte auf diesem Gebiet keine wesentlichen Fortschritte. 

Die Durchfiihrung der unter 1) genannten Verfahren ist verhaltnismafig lang- 
wierig, erfordert Ubung und die Anwendung starker mikroskopischer VergréBe- 
rungen (Olimmersion) mit den Nachteilen des kleinen Gesichtsfeldes und der 
geringen Tiefenscharfe der Objektive hoher Apertur. 

Die Dunkelfeldbetrachtung ist sehr leistungsfahig und erfordert wenig Vor- 
bereitung. RercHERT konnte bereits 1909 nicht nur GeiBelaggregate an lophotrichen 
(Spirillum volutans) und peritrichen Bakterien (Proteus vulgaris) im Dunkelfeld 
auf ihre Sichtbarkeitsbedingungen genau untersuchen, sondern wies auch den Weg, 
der hier zum Ziele fiihrt. Es kommt vor allem auf méglichsten Kontrast zwischen 
dem seitlich angestrahlten Objekt und dem dunklen Untergrund an, die Auflésungs- 
kraft und VergréBerung des Objektivs ist demgegentiber weniger wichtig. So gelang 
es dem Autor, mit mittleren Trockensystemen, bei etwa 650facher VergréBerung, 
GeiBeln zu beobachten, was den Vorzug des groBen Gesichtsfeldes und damit auch 
des bessern Uberblickes gegeniiber der Immersionsanwendung bedingt. 

Seit den bahnbrechenden Arbeiten Harrrncurs (1934, 1938) besteht die Moglich- 
keit, durch Hinwirkung fluorescierender Stoffe (,,Fluorochrome‘‘) Zellfeinstrukturen 
einfach und schnell im UV-Mikroskop sichtbar zu machen. Je nach Affinitat 
(elektroadsorptiver Bindung oder chem. Reaktion, bzw. Speicherung) nehmen 
bestimmte Zell- oder Gewebselemente das Fluorochrom auf und strahlen dann, von 
UV-Strahlen angeregt, ,,sekundare Fluorescenz‘‘ aus. So leuchten die behandelten 
Objekte hell auf dunklem Grunde, womit sich unter Umstanden ganz ahnliche 
Vorteile ergeben, wie sie REICHERT im Dunkelfeld zur GeiBeldarstellung benutzte. 


* Herrn Prof. Dr. A. Rrppet-BaLpxs zum 70, Geburtstag ergebenst gewidmet. 
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Tatsichlich hat die Bakteriologie seither reichlich und mit Erfolg von Harrrn- 
cers Entdeckung Gebrauch gemacht, was am besten aus StrRuGGERSs Monographie 
(1949) hervorgeht. Besonders wertvoll erwies sich die Erregung von sekundaren 
Fluorescenzen zur Vereinfachung und Abkiirzung von klinischen Routineunter- 
suchungen. So war z. B. die bisher iibliche Farbung und Gegenfarbung zur Dar- 
stellung saurefester Stabchen (Mycobct. tuberculosis und leprae) zeitraubend, 
umstandlich und auch von schwankender Sicherheit. Bei der Tuberkel- und Lepra- 
diagnose hat Hagemann (1937) durch seine Auramin-Methode die genannten 
sdurefesten Keime selektiv fluorochromiert, so daB sie sich schon bei rund 300facher 
VergroBerung sehr deutlich von der Umgebung abheben. War der Zeitgewinn bei 
dieser Praparation zwar nicht sehr groB, so erlaubte die schwache VergréBerung 
doch eine bessere Ubersicht und damit raschere Auswertung. Den entschiedensten 
Zeitgewinn bei der Tbc- Diagnose brachte das Verfahren von HaITINGER u. SCHWERT- 
NER (1940): nach 30sec Einwirkung von Acridingelb erméglicht kurze Differen- 
zierung in Salzséurealkohol die Feststellung von Mycobacterium tuberculosis 
innerhalb 1 min(!). 


Die eben geschilderten Méglichkeiten der Fluorescenzmikroskopie, in 
einer Art Dunkelfeldwirkung Feinstrukturen schon bei mittleren Ver- 
groBerungen hervorzuheben und durch Anwendung geeigneter Fluoro- 
chrome die Praparation sehr zu vereinfachen und abzukiirzen, bewogen 
mich 1941, die fluorescenzoptische Darstellung von BakteriengeiBeln zu 
versuchen. Durch den zweiten Weltkrieg und nachher durch das Fehlen 
eines geeigneten Fluorescenz-Kameramikroskopes wurden meine Arbeiten 
lange unterbrochen!. 


Wahrend SrruGGER (1949) in seiner umfassenden Monographie die 
fluorescenzoptische Darstellung der undulierenden Membran von 
Trypanosomen erwahnt, finden sich dort keine Angaben iiber die Sicht- 
barmachung von BakteriengeiBeln. Daher erschien die Fortsetzung 
unserer Versuche gerechtfertigt. 


Material und Methode 


Als Rohmaterial diente spirillenhaltige Schweinejauche; davon lieBen 
wir Tropfen schrag am Objekttriiger ablaufen und einfach eintrocknen. In 
dieser Form lassen sich die Priparate jahrelang aufbewahren. Vor 
Gebrauch wurde in der Flamme fixiert und dann fiir 1—5 min mit 
Farbstofflésung 1: 1000 bedeckt. Kurzes Spiilen in Flie8wasser machte 
die Praparate beobachtungsfertig. 

Das Praparat wurde zunachst bei etwa 300—400 facher VergréBerung 
durchmustert; wurden GeiBeln gesehen, so erfolgte die Aufnahme 


mit Olimmersion, um die zarten Gebilde auch in der Photographie 
genugend deutlich darzustellen. 


' Herrn Prof. Dr. L. Brauner danke ich fiir die Bereitstellung der groBen 


Fluorescenzeinrichtung fiir Zei8-Winkel-Standardmikroskope mit Kleinbild- 
Aufsatzkamera. 
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Ergebnisse 

Probeweise kamen zunachst saure Fluorescenzfarbstoffe zur Anwen- 
dung, wobei das Medium mit verdiinnter Essigsiure oder Tropfen 
n-Salzsaure leicht angeséuert worden war. Es ist entsprechend der Lage 
des IEP nur dann eine Anfarbung der aus Eiweifi bestehenden Zell- 
organelle zu erwarten (Bethesche Regel). Wir wandten nur als sehr 
kraftig bekannte Fluorochrome an: Fluorescein, Kosin, Brillantsulfo- 
flavin, wovon das letztgenannte zu anderen Zwecken, namlich zur 
Sporendarstellung, von SrrueeEr (1949) schon erfolgreich erprobt 
worden war. 

Leider blieben die damit erzielten Ergebnisse deswegen unbefriedigend, 
weil der Untergrund des Praparates zwischen den Zellen, offenbar von 
Jaucheresten verursacht, ebenfalls hell aufleuchtete und damit ein 
Erkennen von Feinstrukturen unméglich machte. Differenzieren mit 
Alkohol fiihrte hier nicht zum Ziel. Trotzdem behielt ich die oben 
beschriebene Art von Rohpraparaten bei, denn in den meisten Fallen der 
Praxis hat man ja keine Aufschwemmung von Reinkulturen vor sich, 
sondern Bakterien in eiweiBhaltigen Nahr-, bzw. Korperfliissigkeiten, 
und auch da sollte sich die Fluorochromierungsmethode bewahren. 

Nun versuchte ich eine Reihe basischer Farbstoffe, die zu den Zell- 
kérpern und ihren Anhangen besondere Affinitaét aufweisen sollten. 
Trypaflavin, das sich bei der Trypanosomendarstellung bewahrt hatte, 
gab unbefriedigende Resultate ; ebenso schieden die wiederholt erfolgreich 
angewandten Fluorochrome Coriphosphin und Acridinorange aus. Bei 
diesen beiden Farbstoffen lag der Grund darin, daB sie von den fixierten 
Zellen so kraftig gespeichert wurden, da als Fluorescenzfarbe ein 
tiefes Kupferrot auftrat, das gegen den Untergrund zu wenig Helligkeits- 
kontrast ergab. Da die Empfindlichkeit des menschlichen Auges ihr 
Maximum im gelben und griinen Spektralbereich aufweist, schien die 
Verwendung gelber und gelbgrtiner Fluorochrome aussichtsreicher. Das 
in der Tbe-Untersuchung so wirkungsvolle Acridingelb gab bei Kin- 
wirkungen von 1—5 min nur matte Bilder, ebenso das sonst ausgezeich- 
nete Berberinsulfat. 

Die Berberinsulfat-Fluorochromierung lie sich aber zur Brillanz 
steigern, wenn man der waBrigen Berberinsulfatlésung 1: 1000 bis zur 
Sattigung verfliissigtes Phenol zusetzte. Die filtrierte Losung soll mog- 
lichst frisch verwendet werden. Nach einer Einwirkungsdauer von 2 min 
oder etwas linger erzielt man eine strahlend hell-griinlichgelbe Fluores- 
cenz der Bakterienleiber mit guter Differenzierung der Innenstrukturen 
und eine gute Darstellung der Geifeln (Abb. 1). 

Zur Aufnahmetechnik sei bemerkt, daB bei Verwendung normaler, panchroma- 


tischer Filme die Vorschaltung eines relativ strengen UV-Sperrfilters am Okular 
notwendig ist, denn UV-Reste, die bei visueller Beobachtung durchaus nicht storen, 
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verschleiern sonst das Negativ. Die durch das Orangefilter notigen langen Belich- 
tungszeiten lassen sich wohl durch Verwendung von Emulsionen gesteigerter 
Rotempfindlichkeit bedeutend abkirzen. 

Als sehr geeignet erwies sich auch waiBrige Auramin-Lésung 1 : 1000; 
hier geniigt eine Kinwirkung von 1 min, um die Zellen und ihre Be- 
wegungsorganelle leuchtend goldgelb zu fluorochromieren. Unter der 
Wirkung der UV-Strahlen blaBt der Kontrastreichtum des Praparates 
nur wenig ab; auch ist das Praparat, unter Deckglas einfach in Immer- 
sionsol eingeschlossen, mindestens monatelang haltbar. 


Abb. 1. Fluorescenzoptische GeiBeldarstellung von Spirillum sp. mit Karbol-Berberinsulfat 1: 1000, 
2min Hinwirkung. ZeiB-Winkel GroBes Kamera-Fluorescenzmikroskop, Oelimm. 100 x, 
Huyghens-Okular 10 x, Kleinbildfilm pandrom. 17/10 Din., 25 min exp. 


Kine Beizung der Praparate mit Aluminiumsalzen bringt in der Regel 
keine Vorteile, es sei denn, da} man durch Vorbehandlung mit Al-Ionen 
und nachfolgende Einwirkung mikrochemischer Nachweismittel fiir 
Aluminium, wie 1° ,ige alkoholische Morinlésung oder Oxin-(8-Oxy- 
chinolin-) Lésung eine Fluorescenzreaktion hervorrufen will. Nach kurzer, 
etwa 1 min wihrender Behandlung mit konzentrierter Kalialaunlésung 
wurden die Praparate mit destilliertem Wasser abgespiilt und dann fiir 
einige Minuten mit Morin- bzw. Oxychinolinlésung bedeckt. Nach 
Oxineinwirkung wurde auch ,,Raéuchern** mit Ammoniakdimpfen ver- 
sucht, doch blieb das Ergebnis hier mittelmaiBig. Dagegen ist Morin 
imstande, den Al-vorbehandelten Objekten eine lebhaft gelbgriine 
Fluorescenz zu verleihen, welche auch die GeiBeln sichtbar werden laBt. 
So libt sich die als Spurennachweis fiir Aluminium bekannte Goppels- 
roedersche Reaktion auch fiir unseren Zweck ausniitzen. Man wird aber 
der einfacheren Auramin- oder Karbol-Berberinsulfatanwendung den 
Vorzug geben. 
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Bei unserem Objekt, einem groBen Spirillum, besteht die GeiBel, wie 
REICHERT (1909) schon erkannte, und was Houwinx (1953) durch 
elektronenoptische Abbildung eindrucksvoll bewies, aus einer Art ,,Zopf* 
feinster, verdrillter Fibrillen. RricHmrr wies darauf hin, daB die zart- 
peritrich begeiBelten Stabchen (wie etwa Proteus vulgaris) selbst unter 
optimalen Dunkelfeldbedingungen nur dann Geifeln erkennen lassen, 
wenn diese durch Schwimmen der Zellen in viscosem Medium zu Aggre- 
gaten vereinigt werden. Fluorescenzoptische Untersuchungen dieser 
Verhaltnisse sind im Gange; dariiber soll spater berichtet werden. 


Zusammenfassung 


1. Es gelingt, an geeigneten Objekten die Vorteile der Fluorochro- 
mierung, nimlich rasche und einfache Praparation und das Ausreichen 
mittlerer VergroBerungen zur Beobachtung, auch auf die Darstellung 
von BakteriengeiBeln anzuwenden. 

2. Daes sich hierbei um die Erregung einer reinen Sekundarfluorescenz 
durch kurze Einwirkung sehr verdiinnter Farbstoffe handelt, werden die 
GeiBeln normal, nicht wie bei den bisher iiblichen Beizverfahren zu 
lichtoptischer Darstellung kiinstlich verdickt, wiedergegeben. 

3. Als besonders zur Gei®eldarstellung geeignet erwiesen sich waBrige 
Losungen 1: 1000 von Auramin bzw. Karbol-Berberinsulfat. Beide 
brauchen nur wenige Minuten zu wirken. Auch die sogenannte Goppels- 
roedersche Mikroreaktion fiir Aluminium laBt sich zur Geifeldarstellung 
der Bakterien heranziehen. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie in Jena der 
Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin) 


Untersuchungen iiber Granulabildung 
und Phosphateinbau in wachsenden Kulturen 
von Mycobacterium phlei* 

Von 
GERHART DREWS 
Mit 5 Textabbildungen 


(Bingegangen am 2. Mai 1958) 


Nach den bisher durchgefiihrten cytologischen und biochemischen 
Untersuchungen an Mycobakterien darf angenommen werden, da am 
Aufbau der metachromatischen Granula (synonym: electron-scattering 
granules, Volutinkérnchen) kondensierte Phosphate beteiligt sind 
(Drews 1958, GLAUERT u. BRIEGER 1955, KNappE u. Mitarb. 1958, 
Mupp u. Mitarb. 1956, MretssNeR u. LEMKE 1955 und WINKLER 1953) 
und ihre Bildung mit der Zunahme des sogenannten saureunléslichen 
Phosphors in der Zelle parallel lauft (KNAPPE u. Mitarb.). Die Granula 
entstehen in ruhenden Zellen nur, wenn eine Energiequelle, Phosphat, 
K+ und O, ausreichend zur Verfiigung stehen (Mupp u. Mitarb. 1956 
sowie SALu u. Mitarb. 1956). Aerobacter aerogenes bildet Volutingranula 
nur unter sauren Bedingungen, wenn das Zellwachstum begrenzt wird 
und eine C- Quelle und Phosphat vorhanden sind; K+ und Mg++ fordern 
die Metaphosphatbildung (DuGurp u. Mitarb. 1954, Smrrx u. Mitarb. 
1954). Kine starke Polyphosphatanreicherung konnte bei phosphat- 
verarmten Hefen und Bakterien nach Uberimpfen in phosphathaltige 
Medien beobachtet werden (DuGuip 1948, HorrMANN-OSTENHOF u. 
Mitarb. 1955, Knappr u. Mitarb. 1958 sowie Scumrpt u. Mitarb. 1949). 

Verschiedentlich wird angegeben, da die Granulabildung erst gegen 
Ende des Wachstums einsetzt (Drews 1958, WINKLER 1953, SmrTH 
u. Mitarb. 1954 sowie Ruska u. Mitarb. 1952). Dieser Befund steht im 
Kinklang mit der vielfach gediuBerten Vermutung, da8 die in den Granula 
gespeicherten kondensierten Phosphate eine Energiereserve darstellen, 
die bei Wachstumsbeginn aufgebraucht wird. Wie Vorversuche ergaben, 
kann aber unter bestimmten Voraussetzungen schon sehr rasch eine 
starke Granulabildung einsetzen. 


* Herrn Professor Dr. A. RrpreL zum 70. Geburtstag gewidmet. 
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Da in der Literatur genauere Angaben iiber die Granulabildung und 
den gleichzeitig ermittelten Phosphatgehalt kaum zu finden sind, soll 
in der vorliegenden Mitteilung iiber Ergebnisse an jungen wachsenden 
_ Kulturen berichtet und damit ein Beitrag zur Physiologie der meta- 
chromatischen Granula und des Phosphorstoffwechsels der Myco- 
bakterien gegeben werden. 


Methodik1 


Die vorliegenden Untersuchungen wurden hauptsachlich an Mycobacteriwm 
phlei (SG 346), vereinzelt auch an Myc. lacticola (SG 382) durchgefiihrt. Die Bak- 
terien wuchsen auf Sauton-Nahrboden? entweder auf Agar oder nach dem Submers- 
verfahren in Rundkolben mit 100 ml Nahrlésung auf dem Schiitteltisch bei 37°C. 
Auf Agar bilden die Bakterien relativ lange, einzeln liegende Stabchen aus, die sich 
besonders gut cytologisch untersuchen lassen. Um aber fiir analytische Bestimmun- 
gen geniigend Material zur Verfiigung zu haben, muBten raschwiichsige Submers- 
kulturen angelegt werden, die bei Myc. lacticola noch einen Zusatz von Tween 80 
enthielten. Die in Schiittelkulturen auftretende Verklumpung wurde in Kauf ge- 
nommen. Zur Bestimmung der Granulazah] wurden Ausstriche mit Toluidinblau 
nach LINDEGREN (1950) gefarbt (2 Std) und je Probe die in 200 Bakterien enthaltenen 
Granula gezihlt. In den Diagrammen wurde die Granulazahl auf 100 Bakterien be- 
zogen. Natiirlich konnten bei dieser Methode die submikroskopisch kleinen Granula 
(SurnoHaRA 1955, 1957) keine Beriicksichtigung finden. Es wurden nur die Hin- 
schliisse als Granula bewertet, die kraftig violett gefarbt und scharf gegen das 
umgebende Plasma abgegrenzt erscheinen. Gegen Ende des Wachstums kann man 
in den Bakterien gelegentlich bestimmte Bezirke erkennen, die sich kraftiger als das 
umgebende Plasma farben, aber nur diffus begrenzt erscheinen. Sie wurden nicht 
als Granula gezihlt. Die analytischen Untersuchungen wurden in Anlehnung an die 
Methoden von ScHNEIDER (1946) sowie WrnDER u. DENNENY (1956) durchgefiihrt: 
Nach Extraktion mit kalter TCE® (Fraktion 1) und Alkohol, Ather (Fraktion 2) 
wurde mit heiBer Perchlorsiure extrahiert (Fraktion 3) und der Riickstand durch 
Veraschung aufgeschlossen (Fraktion 4). Nahere Einzelheiten sind der Arbeit von 
Kwarre u. Mitarb. (1958) zu entnehmen. 


Ergebnisse 
Die Normalkultur 


In einer friiheren Mitteilung (KNappE u. Mitarb. 1958) wurde der 
Verlauf der Granulabildung in einer Flissigkeitskultur angegeben. Die 
hoéchste Granulazahl war nach 48 Std, also in der 2. Halfte der Wachs- 
tumsphase, zu beobachten. Als Impfmaterial diente in diesem Fall eine 
48 Std. alte Flissigkeitskultur. Um die giinstigsten Bedingungen fir 
die Granulabildung zu ermitteln, wurde in Vorversuchen Material von 


1 Frl. WEIDERMANN und Frl. Heryze danke ich fiir ihre Hilfe bei den analyti- 
schen und bakteriologischen Arbeiten. 

2 Asparagin 0,4/,; Glycerin 6,0°/); Citronensiure0,2°/); K,HPO,0,05°/,; Mg SO,- 
7 H,O 0,05°/,; Eisenammoncitrat 0,005°/o. px 6,9. 

3 Abkiirzungen im Text: TCE = Trichloressigsiure, THFA = Tetrahydro- 
furfurylalkohol, Sn = Sauton, THF = Tetrahydrofuran, P = Phosphor. 
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Schrigagar und aus Schiittelkulturen auf Agar bzw. in fliissigen Nahr- 
boden geimpft, so da® sich folgende Kombinationen ergaben: 


1. Agar > Agar; 2. Agar — fliissiges Medium; 3. fliissiges Medium 
-+ Agar; 4. fliissiges Medium -—> fliissiges Medium. 


Am weitaus geeignetsten fiir die Beobachtung der Granulabildung in 
den ersten Wachstumsphasen erwies sich der 2. Weg. Die Veranderungen 
in Zahl und GrdBe der 
Granula erfolgten rasch und 
waren sehr ausgepragt. Das 
ist auch verstandlich, weil 
die Bakterien einzeln liegend 
in der Fliissigkeit hin- und 
herbewegt werden und somit 
“8 die Voraussetzung fiir einen 
intensiven Stoffaustausch ge- 
geben ist. Auf Agar ist die 
lag-Phase sehr lang und die 
Granulabildung erfolgt nur 
allmahlich. Die Veranderun- 
gen sind auch relativ gering, 
so daB nicht immer eindeutig 
zu entscheiden ist, ob ein 
wirklicher Effekt oder eine 
methodisch bedingteSchwan- 
kung der Werte vorliegt. 
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Die noch zu schildernden Er- 
gebnisse sind daher fast aus- 
schlieBlich so entstanden, dab 
aus Kolben, die mit einer Ose 
Schragagarmaterial beimpft, auf 


0 - 


=a) ] 

0 ey #3" dem Schiitteltisch bei 37°C be- 
Abb. 1. Mycobacterium phiet. Granulabildung in Sumaates briitet wurden, in bestimmten 
fr Grants Gasmtsahl der Grams fo100 Bak Zeitabstanden Proben entnom- 
Linie = Sauton-Nihrlésung -+1°/) Tetrahydrofurfuryl- | Men, diese einmal mit eiskaltem 
alkohol. Sn; ———Sn-+ 1°) THFA Aqua dest. ausgewaschen und 
dann auf Objekttrager auf- 

getragen, getrocknet und mit Toluidinblau gefarbt wurden. In der Regel wurde die 
Granulaentwicklung bis zu 48 Std verfolgt, weil in dieser Zeit erfahrungsgema® die 
wesentlichen Verinderungen stattfanden. Jede Reihe wurde mehrmals wiederholt, 
die jetzt zu schildernde Sauton-Normalkultur 10mal. Das Alter der Ausgangs- 
kultur betrug meistens 5—6 Tage. Jiingere und altere Kulturen fiihrten meist zu dem 


gleichen Ergebnis. Gelegentliche Abweichungen konnten nicht zum Alter der 
Kultur in Beziehung gebracht werden. 


Die ausgezogene Kurve in der Abb. 1 gibt den typischen Verlauf der 
Granulabildung in der eben geschilderten Normalkultur wieder. Die 
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Zahl der Granula je 100 Bakterien steigt in der 1. Std etwa um das 
10fache. Wahrend in der Ausgangskultur 84°/, der Bakterien keine 
Granula ausbilden, 24°/, 1 und 8°/, 2 Granula in der Zelle enthielten, 
waren nach 1 Std nur 8°/, der Bakterien noch ungranuliert, 12°/, ent- 
hielten 1, 53°/, 2, 20°/, 3 und 7°/, 4 Granula in der Zelle. Die héchste 
Granulazahl ist nach 5 Std zu beobachten. Danach erfolgt ein steiler 
Abfall, bis nach 24 Std der Ausgangswert wieder erreicht ist. Wie Tab. 1 
zeigt, bildet die Mehrzahl (im allgemeinen 50°/,) der eranulatragenden 
Bakterien 2 Granula aus. Im Laufe der Bebriitung nehmen die starker 


Tabelle 1. Mycobacterium phlei, Granulabildung in Flissigkeitskultur 
(Schiitteltisch bei 37°C) 
Ausgangsmaterial: Schragagar 8 Tage alt 


Alter der Zahl der Granula je Bacterium Gesamtzahl 
Kultur in der Granula 
Stunden 0 is 2 3 4 5 in 200 Bakterien 
0 168 24 8 — — = 40 
1 15 25 106 41 13 -- 412 
3 2 9 101 On 28 | 3 508 
in as 11 82 67 26 14. 550 
vii 9 28 93 48 aes 3 448 
12 72 20 62 29 8 9 308 
24. 162 20 17 1 — —— 56 
32 150 33 15 2 —— — 69 
48 158 30 12 — — a 54 


granulierten Bakterien an Zahl zu (siehe besonders 3—7 Std), was im 
wesentlichen auf die wachsende Granuladichte, zum Teil auch auf die 
Zunahme der Lange der Bakterien zuriickzufihren ist. Gegen Ende der 
Bebriitungszeit (nach 1—2 Tagen) enthalten die meisten granulierten 
Bakterien nur noch 1 Granulum. 

Ahnlich verlaufen auch die an anderen Kulturen gewonnenen Kurven: 
Steiler Anstieg und Abfall innerhalb der ersten 12 Std und dann all- 
mahliche Abnahme der Granulazahl (Abb. 2,1; 5, 1). Die Lage des 
Granulamaximums schwankt zwischen 1 und 5 Std. Die auBerordent- 
lich starke Zunahme der Granulierung wird noch dadurch erhoht, da’ 
die Granula ja nicht nur an Zahl sondern parallel dazu auch an Grobe 
betrachtlich zunehmen, ein Umstand, der in den Kurven nicht mit 
beriicksichtigt wurde. Vermindert sich die Zahl der Granula, so nimmt 
allmahlich auch die GréBe und gegen Ende der Beobachtungszeit auch 
der Grad der Metachromasie ab, d. h. die Granula erscheinen nicht mehr 
leuchtend rot-violett, sondern nur noch dunkel blau-violett gefarbt. 

Der Teil der Kurve, der die Zeit vom Ende des steilen Kurvenabfalls 
bis zum Ende der Beobachtungszeit erfaBt (etwa 14—18 Std), verlauft 


bei den beobachteten Kulturen nicht immer so gleichmaBig wie der 
o* 
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eben beschriebene Teil. Das Streuen der Werte ist zum Teil auf die 
beginnende Klumpenbildung zuriickzufithren. Die Bakterien in den 
Klumpen bleiben linger granuliert, als die einzeln liegenden. Gelegent- 
lich ist nach 20—36 Std Kulturdauer vor dem endgiiltigen Abfall noch- 
mals ein leichter Anstieg zu beobachten (Abb. 2, I). 


Granulierung und Phosphorgehalt 
Der haufig postulierte Zusammenhang zwischen Granulabildung 
und P-Stoffwechsel (DREws, Knaprr u. Mitarb., Dueurp u. Mitarb., 
SmirH u. Mitarb., SALL 
u. Mitarb.) legt es nahe, 
beide Gré8en unter den 
genannten Bedingungen 
zu verfolgen und mit- 
einander zu vergleichen. 
Die Granulakurve in 
Abb.3 zeigt den charak- 
teristischen Verlauf mit 
einem Maximum nach 
3Std. Der heibe Perchlor- 
siureextrakt(Fraktion 3) 
nimmt ebenfalls bis zu 
3 Std stark zu,um dann 
bis 24 Std allmahlich 
abzufallen. Die dazwi- 
schenliegenden Werte 
(5 und 8 Std) schwanken 
sehr stark, so da es zur 
Ausbildung eines sekun- 
diren Maximums nach 
LDS rere ae 46 43 ph 8Std kommt. Der Ab- 
Abb. 2. Mycobacterium lacticola, Granulabildung in Sauton- fall bei 6 Std wird zum 
Niahrlésung (1); II = mit einem Zusatz von 0,8°/) THEA Teil durch eine gleich- 
zeitige Zunahme der 
Fraktion 1 kompensiert. Der Gehalt an Orthophosphat im Perchlor- 
sdureextrakt (0,5 n) nach 1/,stiindiger Hydrolyse bei 75°C zeigt 
diese Schwankungen nicht, sondern liuft bis 8 Std der Granulierung 
parallel, um dann konstant zu bleiben. Die in AtherAlkohol lés- 
lichen P-Verbindungen und der nach TCE., Lipoid- und Perchlor- 
saureextraktion verbleibende Rest-P veraindern sich wahrend der 
Versuchszeit kaum. Der in TCE lésliche P bildet nur ein schwaches 
Maximum aus. Im wesentlichen zeigen also die in heiBer Perchlorsaure 
léslichen P-Verbindungen, besonders das dabei frei werdende Ortho- 
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phosphat eine gewisse Parallelitat zum Verlauf der Granulierung. Dieses 
Ergebnis entspricht grundsatzlich dem in einer friiheren Mitteilung an- 
gegebenen Befund (Knapp u. Mitarb.), nur da8 dort Granulabildung 
und Phosphatgehalt des Perchlorsiureextraktes erst nach 2 Tagen gegen 
Ende der Wachstumsperiode ihr Maximum erreichten, wahrend in der in 
Abb. 3 charakterisier- 

ten Kultur schon zu 4 2 ae 
Beginn des Wachstums 

die genannten Maxima 
ausgebildet werden. 
Einen = grundsatzlich__,,, 
anderen Verlauf im 
Verhaltnis zu Granula- 
und Fraktion-3-Maxi- 
mum nehmen daher 

die N-Kurven in den 59} 
beiden Kulturen. Wah- 
rend hier (Abb. 3) bei 
gleichzeitiger Abnahme 
der P-Verbindungen 
der N-Gehalt deutlich a} 
zunimmt und auf eine 
EiweiB-Synthese hin- 
deutet, fallt der N- 
Gehalt in der Kultur 


mit dem P-Maximum “| 
nach 48 Std standig ab. 
Der Hinflup von 
Tetrahydrofurfu- : 
rylalkohol und Se ink ah ear Te 0 


anderen Alkoholen ' ; : 
Abb. 3. Mycobacterium phlei. Granulabildung und Phosphor- 
Nach WINDER U. gehalt. Normalkultur. Ordinaten: A Gesamtzahl der Granula 
in 100 Bakterien; B mg Gesamt-N/100 mg Trockensubstanz; 
DENNENY (1954, 1956) © Gesamt-P der Substanz in mg P/100mg Trockensubstanz; 
fordert THEA bei My- D P-Gehalt der Fraktionen in mg P/100 mg Trockensubstanz. 


; & Granula/100 Bakt.; —— Gesamt-N; ---- Gesamt-P; 
cobactertum smegmatis -:-++ Fraktion 1; —-+— Fraktion 2; ~:~ °* Fraktion 3; 
—...— ++» Ortho-P in Fraktion 3; —-—- Fraktion 4 


die Synthese von Poly- 


phosphaten. Im folgen- 

den soll der Einflu8 dieser Substanz auf die Granulabildung und den Phos- 
phateinbau bei Myc. phlei beschrieben werden. Die Kulturfolge war die 
gleiche wie sie fiir die Normalkultur beschrieben wurde, nur dali die 
Flissigkeitskulturen einen Zusatz von THEA erhielten. Im Gegensatz 
zu dem Verhalten von M. smegmatis (WINDER U. DENNENY) trat bei 
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M. phlei bei Konzentrationen iiber 1°/, eine starke Wachstumshemmung 
ein, unter 0,5°/, dagegen war der beobachtete stimulierende Effekt nur 
noch gering. Deshalb wurde fiir M. phlei in Flissigkeitskulturen im 
allgemeinen eine Konzentration von 0,7 Vol-°/, THFA angewandt. Wie die 
Abb. 1 u. 2 zeigen, tritt nach THFA-Zusatz ebenfalls eine rasche Er- 
héhung der Granulazahl ein. Lage und Hohe des Granulamaximums 
sowie der Kurvenverlauf in den ersten 10—12 Std stimmen grundsatzlich 
mit der Normalkultur iiberein. In einzelnen Fallen ist die starkste 


Tabelle 2. Mycobacterium phlei, Granulabildung in Flissigkeitskultur 
(Schiitteltisch bei 37°C) unter Zusatz von 0,7°/, THF A 
Ausgangsmaterial: Schragagar, 6 Tage alt 


Alter der Zahl der Granula je Bacterium Gesamtzahl 
Kultur in der Granula 
Stunden 5 in 200 Bakterien 
0 ike eee ms ‘ah re 27 
ue 88 34 55 18 4 — — 219 
1 70 25 63 32 5 5 — 292 
2 44 19 79 37 ihe 4 276 
3 42 20 86 34 15 2 — 364 
4 40 24 82 50 4 —- 354 
5 20 35 65 57 17 5 1 436 
6 21 30 97 46 5 1 a 387 
vi 34 28 75 49 11 3 — 384 
8 52 30 66 40 10 2 — 332 
10 42 58 78 21 1 —e ae 281 
12 127 20 30 18 4 1 — 155 
16 63 59 62 12 4 — — 235 
24 58 60 72 9 1 asa + a 235 
28 57 45 86 12 — — == 253 
32 56 59 72 12 1 — — 243 
36 53 75 61 10 1 — — 231 
41 57 71 56 6 — ee 221 
49 51 sy a A) 17 1 — — 265 


Granulabildung etwas spaiter als in der Normalkultur zu beobachten. 
Die erreichten Maximalwerte liegen meist etwas iiber, seltener etwas 
unter denen der Normalkultur. Die Kurve fallt nach Erreichen des 
Maximums zunichst auch steil, dann aber allmahlich ab. Oft lauft sie 
sogar bis zu 72 Std der Abszisse parallel (Abb. 2 und Tab. 2). 

Wahrend also in den Zellen der Normalkultur schon nach etwa 12 Std 
nur noch wenige kleine Granula in den Zellen vorhanden sind, kénnen 
unter THFA-Kinflu8 langere Zeit die groBen und zahlreichen Granula 
beobachtet werden. Gelegentlich erfolgt auch in der THFA-Kultur ein 
steiler Abfall und dann ein Wiederanstieg der Granulazahl (Abb. 5). 
Das Wachstum ist gegeniiber der Normalkultur zuniachst verzogert, wird 
dann aber stirker, so daB nach 48 Std ebenfalls ein kraftiger Zuwachs 
zu beobachten ist. 
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Vergleicht man nun den Verlauf der Granulierung mit dem P-Gehalt 
(Abb. 4), so fallt auf, da8 der Gesamt-P ebenfalls zunachst steil ansteigt 
und dann ganz allmih- | , aay 
lich abfallt. Die Werte 300 hs 445-30 
sind im allgemeinen 
hoher als in der Normal- 
kultur. Einen besonders 
starken Anstieg zeigt de 
P-Gehalt der Fraktion 5. 
Wahrend er in der Nor- 
malkultur meist unter 
1,0mg P/100 mg Trok- 
kensubstanz liegt, er- 
reicht er diesen Wert 
in der THFA-Kultur 
schon nach 1 Std und 
schwankt dann zwischen 
1,15 und 1,5 mg P. Der 
Verlauf der Kurven fiir 
Granulierung und Frak- 
tion 3 ist gleichsinnig: 
steiler Anstieg und dann 
allmahlicher Abfall. Der 
Einsattelung der Kurve 
der Fraktion 3 nach 
5 Std entspricht ein 
Maximum des kalten 
TCE-Extraktes. Sum- 
miert man die Werte 
fir Fraktion 1 u. 3, 
so liegt das erhaltene 
Maximum (1,73 mg P) 
wie das der Granula- 


bildung bei 5 Std. Nach Abb. 4. Mycobacterium phlei. Granulabildung und Phosphor- 
7 Std haben beide gehalt. Sauton + 0,7°/. THFA. Ordinaten: A Gesamt-N in 
F i mg/100mg Trockensubstanz; B Gesamtzahl der Granula in 
raktionen zusammen 100 Bakterien; C P-Gehalt der Fraktionen in mg P/100 mg 
noch den gleichen P- Trockensubstanz; D Gesamt-P des Bakterienmaterials in 
mg P/100 mg Trockensubstanz. Granula/100 Bakterien; 


Gehalt (1,7 mg Vey die —— Gesamt-N; ---- Gesamt-P; *°«° Mraktion i.) ——" 

: Fraktion 2; —-°*—:: Fraktion 3; —***—""" Ortho-P in 
Granulazahl ist schon ree ition 4 
abgefallen. 


Die P-Gehalte im Riickstand (Fraktion 4) und im Alkohol-Ather- 
extrakt (Fraktion 2) zeigen, wie auch bei der Normalkultur, kaum Ver- 
anderungen. 
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Nach den Untersuchungen von WrxpER u. DenNnENY (1957) haben 
auch andere Substanzen als THFA einen stimulierenden Effekt auf die 
Polyphosphatbildung. Sie wurden allerdings in verschiedenen Konzen- 
trationen angewandt, so daB sich die Ergebnisse nicht ohne weiteres 
miteinander vergleichen lassen. Hinen ahnlichen Effekt wie THEA hatten 
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Abb. 5. Mycobacterium phlei. Granulabildung. Ordinate: Gesamtzahl der Granula in 100 Bakterien. 
Nahrlésung: 7 Sauton, 2 Sn THFA, 3 Sn+ THF, 4 Sn-+ Methanol, 4 Sn + Butanol, 6 Sn 
-+- Isopropanol. Alle Zusiitze hatten eine Konzentration von 7 - 10-* mol 


Tetrahydrofuran und Butanol; Athanol war nur etwa 1/, so wirksam. 
In Abb. 5 ist eine Versuchsreihe wiedergegeben, bei der verschiedene 
Alkohole in gleicher molarer Konzentration zur Nahrlésung zugesetzt 
wurden. Die Normalkultur (1) zeigt den iiblichen steilen Abfall nach 
etwa 10 Std und dann ein langsames Ausklingen der Granulierung. 
THEA, THF und Butanol haben einen stimulierenden Effekt auf Starke 
und Dauer der Granulabildung. Dagegen verhalten sich die Ansitze 
mit Methanol bzw. Isopropanol wie die Normalkultur. In den Kolben 
mit Zusitzen von THF und Butanol fand kaum eine Vermehrung der 
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Bakterien statt, die ibrigen Kolben zeigten dagegen ein der Normal- 
kultur entsprechendes Wachstum. Unter den gegebenen Bedingungen 
verzogern Butanol und THF also den Abbau der metachromatischen 
Granula, THFA dagegen fordert die Granulaneubildung in der wachsen- 
den Kultur; Tab. 3 zeigt, daB THFA parallel der Erhéhung der Granula- 
zahl einen merklichen 

Anstieg des Gesamt-P Tabelle 3. Mycobacterium phlei. P-Gehalt nach 


verursacht. 24 stiindiger Bebriitung auf dem Schiitteltisch 
im Submersverfahren bei 37°C, 
Diskussion Beimpft mit Material aus Fliissigkeitskulturen. 
E Die angegebenen P-Werte beziehen sich auf 100mg 
Die Untersuchungen Bakterientrockensubstanz. 
haben gezeigt, da in San 
elon. vom Al phlei abrboden | P-Gehalt 
innerhalb von etwa ‘Sn | 1,411 mg P 
icedicino schristarke, ¢2205 6,10, ?mol THEA 2,546 
, Sn + 6: 10-2 mol THE 1,733 

Granulabildung erfolgen Sn + 3° 10-2 mol THF 
kann, wenn fir geeig- +. 3- 10-2 mol Methanol 1,358 
nete Stoffwechselbedin- Sn - 6- 10~? mol Methanol | 1,699 


gungen gesorgt wird. 

Als vorteilhaft erwies sich die Schiittelkultur, weil sie einen intensiven 
Stoffaustausch und eine gute Beliiftung begiinstigt, und eine Vorkultur auf 
Agar, weil dann die Bakterien sich nicht zu Klumpen zusammenballen. 
Parallel der Granulavermehrung lauft eine Zunahme des Gesamt-P- 
Gehaltes und verschiedener P-Fraktionen. Besonders ausgepragt ist die 
Erhéhung der in heifer Perchlorsaure léslichen P-Verbindung. Chromato- 
graphische Untersuchungen haben ergeben, da® der weitaus gréBte Teil 
der in M. phlei enthaltenen kondensierten Phosphate sich nicht in kalter 
TCE losen laBt, sondern bei der analytischen Aufarbeitung in den heiBen 
Perchlorsaureextrakt (Fraktion 3) geht. In dieser Fraktion mtissen nach 
den Erfahrungen der Literatur (IwAMURA 1955) auch die Nucleinsauren 
enthalten sein. Fraktion 3 enthilt also als Hauptbestandteile den 
Nucleinsaure-P und den Polyphosphat-P. Uber die quantitative Ver- 
teilung beider Verbindungen kann noch nichts ausgesagt werden. Da 
sowohl die Bestimmung der Zucker (Ribose und Desoxyribose) wie auch 
der Basen (UV-Absorption) in den genannten Extrakten mit relativ 
groBen Fehlern behaftet sein diirfte, wurde vorliufig auf eine quan- 
titative Ermittlung verzichtet. 

Wie die Ergebnisse zeigen, wird vom Ausgangswert bis zum Erreichen 
des Granulamaximums die Zahl der Granula etwa um den Faktor 4 bis 
10 vervielfacht. Beriicksichtigt man, da die Granula wahrend dieser 
Zeit ihren Durchmesser noch vergroBern, so ergibt sich eine aufer- 
ordentliche Zunahme an Granulasubstanz. Obwohl auch in der Fraktion3 
der P-Gehalt stark ansteigt (maximal etwa um das 5fache), entspricht 
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dieser Zuwachs meist nicht der Erhohung der Granulamasse. Eine denk- 
bare Erklirung fiir diese Diskrepanz ware die Bildung von lichtmikro- 
skopisch sichtbaren Granula aus submikroskopischen Mikrogranula. Da 
aber nach Untersuchungen von SHINOHARA (1957) das Verhaltnis von 
Mikro- zu Makrogranula wihrend des Wachstums etwa gleich bleibt, 
scheidet diese Erklarungsméglichkeit aus. Es muB also noch offen bleiben, 
welche Faktoren auSer der Akkumulation von kondensierten Phosphaten 
die starke Granulierung bedingen. 

Bemerkenswert erscheint auch noch, ohne da zunachst eine Er- 
klirung dafiir gegeben werden soll, daB die Kurve der Fraktion 3 im 
Maximum eine Einsattelung erfahrt, der eine Zunahme in Fraktion 1, 
also dem saureléslichen P entspricht. 


Zusammenfassung 


In wachsenden Kulturen von Mycobacterium phlei erfolgt die Bildung 
metachromatischer Granula am raschesten in geschiittelten Submers- 
kulturen, wenn zum Beimpfen Material von Agarkulturen verwendet 
wird. 

Innerhalb weniger Stunden wird die Granulazahl um das 4—12fache 
gesteigert. 

Der Erhéhung der Granulazahl entspricht eine Zunahme der ,,saure- 
unléslichen‘‘ Phosphorverbindungen, die im wesentlichen aus Poly- 
phosphaten und Nucleinsaéuren bestehen diirften. 

Tetrahydrofurfurylalkohol stimuliert die Granulabildung und ver- 
hindert ein rasches Absinken der Granulazahl und der in heifer Per- 
chlorsdure léslichen Phosphorverbindungen. 
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Die Carotinoide von Mutinus caninus Huds.* 


Von 
Horst ENGEL und INGEBORG FRIEDERICHSEN 


Mit 1 Textabbildung 


(Eingegangen am 30. Marz 1958) 


Das Receptaculum von Mutinus caninus, der Hundsrute, besitzt eine 
blaB gelblichrote Farbe, die unter der Gleba in ein auffallendes Orange- 
rot tibergeht. Uber die chemische Natur und die Bedeutung des Farb- 
stoffes liegen bisher keine Angaben vor. Unter den nahe verwandten 
Clathraceen der Subtropen und Tropen sind zwar leuchtend rote Farben 
nicht selten; von diesen Pilzen ist aber bisher nur Anthurus aseroéformis, 
der seit einigen Jahren auch in Siiddeutschland auftritt, untersucht 
worden. EGLE (1950) stellte fest, daB das rote Pigment im wesentlichen 
aus Lycopin besteht. Die Vermutung lag daher nahe, da auch die Farbe 
von Mutinus auf Carotinoide zuriickgeht. 

Der Pilz ist in den Waldern um Hamburg nicht selten anzutreffen. 
Besonders reichlich trat er im Herbst 1957 im Sachsenwalde auf, so daB 
es moglich war, eine gro8ere Anzahl Fruchtkérper zu sammeln. Schon 
im Herbst 1956 hatten wir ihn auf verschiedenen Exkursionen gefunden, 
anschlieBend untersucht und Carotinoide festgestellt. 


Gewinnung des Rohextraktes. Das Untersuchungsverfahren wurde von vorn- 
herein auf Carotinoide abgestellt. Die Fruchtkérper wurden entweder frisch oder 
nach dem Trocknen an der Luft aufgearbeitet. Nach zahlreichen Voruntersuchungen 
erwies sich das folgende Verfahren als besonders geeignet. Das lufttrockene Material 
wurde mit etwas Sand fein zerrieben, in einem Erlenmeyer mit Aceton + Methanol 
(1:1) tibergossen und unter N, tiber Nacht stehen gelassen. Frisches Material wurde 
mit Sand und wasserfreiem Na,SO, zerrieben. Am anderen Tag wurde die tief gold- 
gelbe Loésung abdekantiert und der Riickstand so oft mit frischem Lésungs- 
mittel behandelt, bis kein Farbstoff mehr in Lésung ging. Das war in der Regel 
nach 3 Extraktionen der Fall. 

Die vereinigten Extrakte wurden mit Petrolither unter Zusatz von H,O aus- 
geschiittelt. Hierbei ging weitaus der gréBte Teil des Farbstoffes in den Petrol- 
ather itber. Die schwach gelb gefirbte wiBrige Phase wurde mit Essigsiure an- 
gesiiuert und erneut mit Petrolither ausgeschiittelt. Auf diese Weise konnten 
jedoch die Farbstoffreste darin nur zum Teil herausgeholt werden. Das nicht in 
Petrolither Uberfiihrbare wurde nicht weiter untersucht. 
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Nach mehrmaligem Waschen der Petrolitherschicht mit H,O wurde diese im 
N,-Strom unter vermindertem Druck bis auf wenige Milliliter eingeengt, zur Ver- 
seifung mit 12%iger methanolischer KOH versetzt und bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen. Tags darauf wurde so lange H,O zugegeben, bis 2 Schichten ent- 
standen. Der weitaus gréBte Teil des Farbstoffes ging dabei in die Epiphase. Die 
untere alkoholische Liésung wurde nochmals ausgeschiittelt, ohne daf es gelang, 
die letzten, blaB& gelblichen Farbstoffreste daraus zu entfernen. Auch nach re 
siuern mit Essigsiure und Ausschiitteln blieben Spuren davon zuriick. Auf diese 
geringen Mengen hypophasischer Farbstoffe wurde nicht weiter geachtet. Nach 
gridlichem Waschen der vereinigten petrolatherischen Losungen und Trocknen 
mit Na,SO, wurde auf wenige Milliliter eingeengt. Diese Rohlosung diente zur 
chromatographischen Untersuchung. 


Trennung des Farbstoffgemisches 


Eine kleine Menge der konzentrierten Rohlosung wurde auf den 
Startpunkt eines Rundfilters (@ 30 cm, Schleicher u. Schill Nr. 2043 b) 
gebracht und im Rundfilter-Entwickler (Nr. 330 DESAGA Heidelberg) 
entwickelt. Als Loésungsmittel bewahrte sich besonders Petroleum-Ben- 
zin (Merck Nr. 1774, Siedebereich 60—80°C), doch waren auch Petrol- 
Ather oder Hexan geeignet. Der Zulauf des Benzins zum Startfleck 
erfolgte durch das mit Zellulosepulver gefiillte Pipettenrohr des Ent- 
wicklers. Vorpriifungen hatten gezeigt, daB es nicht ratsam ist, die 
Rohldsung auf die Zellulosesiule zu geben und dort eine Vortrennung 
herbeizufiihren, wie es die Vorschrift verlangt. Die Zellulose hielt ge- 
wisse Farbstoffreste hartnackig zuriick. 

Wahrend der Entwicklung bildeten sich mindestens 6 Farbzonen ver- 
schiedener Stirke und Farbe, wodurch offenkundig wurde, da mehrere 
Farbstoffe vorlagen. Fast unmittelbar hinter dem Benzin wanderte in 
relativ betrachtlicher Menge ein dottergelber Farbstoff mit scharf ab- 
gesetzter Front, den wir Farbstoff 1 nennen wollen. In immer gréBer 
werdendem Abstand folgte in noch gréferer Menge eine breite, lachs- 
farbene, ziemlich unscharfe Zone, die als Farbstoff 2 bezeichnet werden 
soll. Zwischen beiden Farbstoffen entwickelten sich regelmaBig zwei 
weitere, sehr schwache, gelblich-rétliche Zonen, die auBer acht gelassen 
wurden. 

Zwischen Farbstoff 2 und dem Startfleck entstanden ebenfalls noch 
2-3 schwache Zonen, von denen die am langsamsten wandernde durch 
ihre weinrote Farbe auffiel. Der Menge nach blieben jedoch auch diese 
Begleitpigmente weit hinter den Farbstoffen 1 und 2 zuriick, so da wir 
sie nicht weiter untersucht haben. Der Startfleck blieb in allen Fallen 
schmutzig gelb. Es lagen somit 2 Hauptfarbstoffe vor, denen allein unsere 
weitere Aufmerksamkeit galt. 

Die aus verschiedenen Chromatogrammen stammenden Zonen 1 wurden 
mit wenig Aceton eluiert, der Farbstoff in Petrolither tiberfihrt, zur 
Trockne eingeengt, in Benzin aufgenommen underneut chromatographiert. 
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Dabei blieben Spuren rotlicher Pigmente hinter der dottergelben 
Zone zuriick und wurden entfernt. Der so gereinigte Farbstoff wurde — 
noch am Papier haftend — fiir die spitere spektralphotomeirische Unter- 
suchung unter N, im Eisschrank aufgehoben. 

Auch die Zonen 2 wurden mit Aceton aus dem Papier gelést, der Farb- 
stoff in Petrolather iiberfiihrt und erneut im Rundfilterentwickler mit 
Benzin chromatographiert. Spuren von beigemengten Farbstoffen, die 
schneller wanderten, konnten auf diese Weise entfernt werden. 

Wurde der Rohextrakt im unverseiften Zustand chromatographiert, 
anderte sich die Art der Aufteilung des Farbstoffgemisches nicht. Die 
Verseifung hatte nur insofern einen EinfluB, als die Farbzonen auf dem 
Papier scharfer hervortraten. Die spatere spektralphotometrische Unter- 
suchung zeigte, daB auch die Lage der Absorptionsmaxima durch die 
Verseifung keine Veranderung erfuhr. 

Auch war es gleichgiiltig, ob die Fruchtkorper frisch oder getrocknet 
verarbeitet wurden. Ebenso lieferten die 1956 und 1957 gesammelten 
Pilze die gleichen Chromatogramme. Mehrfach wurden frische ,,Hexen- 
eier des Pilzes in der feuchten Kammer zum Ausschliipfen gebracht. 
Auch diese Exemplare gaben stets das gleiche Bild: Die Farbstoffe 1 
und 2 waren bei weitem vorherrschend. Lediglich die schwachen Zwischen- 
zonen wechselten ein wenig in ihrer Intensitat oder Zahl. 

Die Rohlésung des Farbstoffs wurde auch siulenchromatographisch 
untersucht. Zu dem Zweck wurde eine kleine Menge des Rohextraktes 
auf eine Saule aus Aluminiumoxyd (Merck Nr. 1097) gegeben und mit 
Hexan + 2% Aceton laufen gelassen. Am schnellsten wanderte auch 
jetzt eine dottergelbe, sehr schmale Farbfront, der in immer gréfBer 
werdendem Abstand eine breite, lachsfarbene, ziemlich diffuse Zone 
folgte. Zwischenzonen waren meistens nicht sicher auszumachen. Die 
Entwicklung wurde solange fortgesetzt, bis Zone 1 vollsténdig durch- 
gelaufen war. Die schon gelbe Lésung wurde gewaschen, getrocknet, 
und unter N, im Hisschrank fiir die spitere Untersuchung aufgehoben. 

Die lachsfarbene Zone wurde mechanisch aus der Al-Siule entfernt, 
zur Kluierung mit Aceton versetzt und der Farbstoff in Hexan iiberfiihrt, 
in dem er nur mafig léslich ist. Die Losung wurde erneut auf die Sule ge- 
geben, doch es trat keine weitere Aufgliederung ein. 


Das spektralphotometriseche Verhalten der Farbstoffe 1 und 2 


Die: Untersuchung wurde mit dem Zei8-Spektralphotometer PM Q II 
vorgenommen. Sie lieferte die in Abb.1 gebrachten Absorptionskurven. 
Thre Form zeigt, da8 wir es — wie schon vermutet — mit Carotinoiden 
zu tun haben. Die Absorptionsmaxima von Farbstoff 1 lagen bei etwa 
425 (unscharf), 449/50 und 479 my. Das gleiche Absorptionsverhalten 
zeigte der siulenchromatographisch gewonnene dottergelbe Farbstoff. 
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Beide waren identisch, denn auch ihre gemischten Losungen wanderten 
bei erneuter Chromatographierung im Rundfilter-Entwickler mit ge- 
meinsamer Front. 

Das Absorptionsverhalten von Farbstoff 1 weist auf #-Carotin hin. 
Nach den Angaben von KarRER u. JUCKER (1948) sowie GOODWIN (1955) 
liegen dessen Maxima bei 425, 
451 und 482 mw. Die geringen 
Abweichungen mogen auf 
Verunreinigungen — beruhen. 
Die Substanzmengen waren 
zu gering, als daf sie eine 
weitere Reinigung erlaubt 
hatten. Aber auch das Ab- 
sorptionsverhalten in Schwe- 
felkohlenstoff sprach fiir f- 
Carotin. Die Maxima der gy 
zwiebelroten Lésung lagen bei 
~ 450, 483/84 und ~ 520 mu 
(Literatur : 450, 485 u. 520my). 
Auch die Form der Kurve ent- 
spricht der des f-Carotins. 0,30 

Die sehr gut ausgebildeten 
Absorptionsmaxima von Farb- 
stoff 2 lagen bei 444/45, 471/72 
und 6503/4 mu. Zahlreiche 
weitere Messungen lieferten 420 
stets die gleiche Kurve mit 
nur geringfiigigen Schwankun- 
gen in der Lage der Maxima. 
Auch der sdaulenchromato- | 
graphisch gewonnene lachsrote 3 yqg 450 500 Ty. 
Farbstoff ergab das gleiche Abb. 1. Mutinus caninus. Absorptionskurven der 
Bild. Zussmmen mit dem Ha lege) wa 2 ee: ae 
papierchromatographisch ge- 444/45, 471/72 und 503/4 mu 
wonnenen roten Farbstoff im 
Rundfilter-Entwickler chromatographiert, trennten sich beide nicht. 
Sie waren offensichtlich identisch. 

Der Vergleich mit dem Absorptionsverhalten bekannter Carotinoide 
zeigt, daB wir es mit Lycopin zu tun haben, dessen Maxima in Petrol- 
ather nach den Literaturangaben bei 446, 474 und 506 my liegen. Auch 
die Form der Kurve mit ihren besonders gut ausgepragten lingerwelligen 
Gipfeln entspricht vollig der des Lycopins. Die Absorptionsmaxima in 
Schwefelkohlenstoff lagen bei 476/77, 506/7 und 544 my (Literatur: 477, 
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507 u. 547 my), in Chloroform bei 455/56, 482/83 und 517 my (Literatur: 
456, 485 u. 520 my), in Athanol bei 446, 472 und 503 my (Literatur: 443, 
472 u. 503 my). Danach besteht kein Zweifel, daB wir es mit Lycopin zu 
tun haben. Die nahe Verwandtschaft von Mutinus und Anthurus scheint 
somit auch im gemeinsamen Besitz von Lycopin als dem Hauptpigment 
zum Ausdruck zu kommen. 


Zusammenfassung 
Der rétliche Farbstoff der Fruchtkérper von Mutinus caninus besteht 
in der Hauptsache aus 2 Carotinoiden: 6-Carotin und vor allem Lycopin. 
In geringer Menge kommen daneben noch andere Carotinoide vor, die 
aber einstweilen nicht untersucht wurden. 


Die Untersuchungen wurden von der Deutschen Forschungsgemeinschaft unter- 
stiitzt. Wir danken Fraulein H. WAcHENFELD fir wertvolle Hilfeleistung bei den 
Untersuchungen. 
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Diisseldorf) 


Uber einige Wirkungen hoher Konzentrationen 
anionischer grenzflachenaktiver Substanzen auf Bakterien 


Von 
WILHELM K. FISCHER* 


Mit 7 Textabbildungen 


(Eingegangen am 19. Mai 1958) 


Die synthetischen grenzflichenaktiven Substanzen haben als Netz-, 
Reinigungs- und Emulgiermittel u. a. auf vielen praktischen Anwen- 
dungsgebieten grofe Verbreitung und wirtschaftliche Bedeutung erlangt. 
In gleichem Mae ist auch das Interesse an diesen Stoffen im Zusammen- 
hang mit mikrobiologischen Problemen gewachsen; und besonders hat 
auch ihre bakteriostatische und baktericide Wirkung Beachtung ge- 
funden. 

Viele der kationaktiven und amphoteren Substanzen haben durch eine ausge- 
sprochene bakteriostatische und baktericide Wirkung in niedrigen Konzentrationen 
denCharakter guter Desinfektionsmittel, wahrend die nichtionogenen Stoffe in dieser 
Hinsicht praktisch inert sind. Ein allgemeiner Uberblick tiber die Eigenschaften 
und prinzipiellen Wirkungsweisen der verschiedenen Gruppen von wasserléslichen 
grenzflachenaktiven Substanzen auf Mikroorganismen findet sich bei H. Damm 
(1956). Von Bote (1957) wird z. B. zum Unterschied zur baktericiden, lytischen und 
koagulierenden Wirkung der kationaktiven Substanzen fiir Dodecylsulfat und 
Alkylbenzolsulfonat keine koagulierende, keine oder nur schwach baktericide und 
nur eine verkappte, schwach lytische Wirkung angegeben. 

Bei den anionischen grenzflachenaktiven (waschaktiven) Substanzen 
(WAS) ist demgegeniiber eine entsprechende baktericide Wirkung nicht 
ausgepragt oder erst bei relativ sehr hohen Konzentrationen feststellbar. 
Jedenfalls liegen die wirksamen Konzentrationen der WAS vor allem 
gegeniiber den besonders resistenten gramnegativen Bakterien in einer 
ganz anderen um mehrere Potenzen erhohten GréBenordnung als bei den 
iiblichen Desinfektionsmitteln. Selbst die relativ gréBere bakteriostati- 
sche Wirkung gegeniiber den grampositiven Bakterien ist an sich noch als 
Desinfektionswirkung uninteressant. 

Das mag auch der Grund sein, warum gerade die anionischen WAS, als 
wirtschaftlich wichtigste Gruppe, abgesehen von den in der mikrobiologi- 
schen Technik in vielen Abwandlungen benutzten Methoden fiir die 


* Herrn Prof. Dr. Avcust RippEL-BaLpss zum 70. Geburtstage gewidmet. 


Arch. Mikrobiol., Bd. 31 3 


34 W. K. FIscHER: 


Selektivkultur der gramnegativen Bakterien, bisher nichtindem gleichen 
Make wie die anderen Gruppen der WAS mikrobiologisch betrachtet 
wurden, obwohl hier insbesondere in den ausgepragt spezifischen 
Resistenzunterschieden verschiedener Bakteriengruppen ein echtes 
Wirkungsphinomen vorliegt. Hier kénnten Einblicke zweifellos in 
tiefere Zusammenhiinge des Aufbaus der Zelle und des Bakterienstoff- 


wechsels hineinfiihren. 


Finige spezifische Wirkungen auf Enzymreaktionen sind neuerdings bekannt ge- 
worden. Nach Wits (1955), Katagiri u. Ikemrya (1957) verhindern anionaktive 
WAS in hohen Konzentrationen die enzymatische Hydrolyse des Trioleins und 
hemmen a- und f-Amylase. Keron (1958) fand,daB anionaktive WAS in bestimmter 
Konzentration latente Phenoloxydase aktivierten, wahrend kationaktive und 
nichtionogene WAS unwirksam sind. 


Wir méchten darum hier einige Beobachtungen mitteilen, die fir die 
Kenntnis der Wirkungsweise der anionaktiven WAS auf die Bakterien- 


zelle interessant sind. 


Methoden. Abkiirzungen: In dieser Arbeit bezeichnet WAS allgemein die 
anionischen grenzflachenaktiven Substanzen. FAS = Fettalkoholsulfat, Mol-Ge- 
wicht 288. ABS = Alkylbenzolsulfonat, mittleres Mol-Gewicht 348. Fir WAS 
werden immer die Verdiinnungskonzentrationen angegeben, z. B. 10-* ABS = 1 g/l 
= 2,82 - 10-3 mol oder 10-* FAS = 3,4 - 10-3 mol. 

Testbakterien: Mycobacterium phlei, Stamm Gottingen (= G), Mycobacterium 
phlei vom Robert-Koch-Institut in Berlin (= B), Proteus vulgaris (Prot.), Staphylo- 
coccus aureus (St.aur.). 

Anzucht: M. phlei G und B auf Dextrosebouillon-Agar (DBA), wenn nicht 
anders angegeben bei 37°C. Andere Nahrbéden: Bouillon-Agar (BA) oder Glycerin- 
Bouillon-Agar (GBA) mit 0,5—3% Glycerin. Fiir die Versuche wurden die Zellen in 
destilliertem Wasser suspendiert und 3fach iiber Membranfiltern gewaschen 
und anschlieBend im Kihlschrank bei 6°C fiir die Versuche vorbereitet. Diese 
langsame Verarmung an Reservestoffen fiihrte zu nur wenig geschadigten Zellen 
mit gleichmaBigerem, reduziertem Stoffwechsel als die iibliche mehrstiindige 
Beliiftung. 

Die Messung der O,-Aufnahme (hier kurz und nicht ganz zutreffend oft Atmung 
genannt) erfolgte im Warburgapparat in 15 ml-KegelgefiBen bei 38°C in m/20 
Phosphatpuffer py 7, fiir py-Kontrollen auch py 6.8 und 7,17 und mit Zusitzen wie 
0,5 % Glukose, 0,1 9% Ammoniumsulfat, 10°4 DB oder DB allein. Qo, (hier als 


Atmungsquotient bezeichnet) = — (X = O, in mm*, m = Trockenmasse in mg, 


mt 
t = Zeit in Stunden). Als MaBstab fiir die unterschiedliche Einwirkung von WAS 
wurde zumeist die prozentuale Restatmung verglichen, bezogen auf die normale 
Atmung ohne WAS-Zusatz (Qo, = 100%). 
Die Bestimmung der Katalaseaktivitat erfolgte manometrisch nach Fusgira u. 
Sits : _ __ mm§O, in 30’ 
Kopama (1931). Der Katalasequotient Qxat. = TM in mg 7 
(Temperatur 38°C, H,0,-Konzentration im Spaltansatz 0,01 m). Die Spaltung 
darf héchstens 50% betragen. Bestimmungsfehler + 3% fiir dieselbe Suspension 
und maximal 20% fiir Suspensionen aus verschiedenen Kulturansitzen und Auf- 
arbeitungen, 
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Versuche 

I. Resistenzunterschiede gramnegativer und grampositiver 
Bakterien gegeniiber WAS, gemessen an der Hemmung der 

0,-Aufnahme 

Die manometrische Messung der O,-Aufnahme in der Warburgappara- 
tur ist trotz gewisser substanzbedingter methodischer Schwierig- 
keiten ein feiner MaBstab fiir die WAS-Wirkung auf die Testbakterien. 
Beim Vergleich von Resistenzunterschieden ist nun aber besonders 
storend, da neben den sehr abweichenden Wachstumsanforderungen der 
einzelnen Bakterienspezies diese eine ganz verschieden groBe spezifische 
Atmungsaktivitét besitzen. So fanden wir z. B. vergleichsweise in 
unseren Versuchen optimal in DB fiir Proteus Qo, = 1260, St.aur. = 640 
und M. phlei G und B = 245 und 260. Noch weiter gehen die Qo, aus- 
einander (Abb.3), wenn man z. B. die Resistenzunterschiede ruhender 
Zellen mit solchen Zellen vergleicht, die mit C- Quelle, aber ohne zusatz- 
liche N- Quelle betriebsstoffwechseln. Das Bild der Wirkungen der WAS 
wird dann sehr uniibersichtlich. AuBerdem ist die Art der Vorbereitung 
der Zellen sehr wichtig, damit man eine gleichmafige Ausgangsbasis fir 
die Versuche erhalt (siehe Methodik). Zur Kennzeichnung der grund- 
sitzlichen Wirkungsunterschiede haben wir die prozentualen Ver- 
haltnisse der O,-Aufnahme mit und ohne WAS dargestellt, indem wir 
die Qo, direkt vergleichbarer Suspensionen gleich 100 setzen und die Ver- 
anderung der Qo, nach WAS-Einwirkung in Beziehung dazu bringen. 

In Vorversuchen hatten wir gefunden, daB die im Zeitraum von 180—240 min 
nach Versuchsbeginn (Zusatz WAS) gemessenen Werte die klarsten Verhaltnisse 
bieten. Eine Eigenart der anionaktiven WAS ist namlich, daf die Einwirkung auf 
die Atmung relativ langsam eintritt und anders verlauft als bei typisch baktericiden 
Substanzen oder Atmungsgiften. Ein wesentlicher Versuchsfaktor ist die Dichte der 
Suspensionen. Als maximale Grenze fanden wir etwa 5 mg TM/ml. Zumeist wurde 
mit 0,5—3 mg TM/ml gearbeitet (Abb.7). 

Ein Beispiel fiir diese Darstellungsweise gibt Abb.1. Ganz unabhangig 
von den sehr verschiedenen optimalen Atmungsquotienten von Prot., 
St.aur. und M. phlei G ist durch die prozentuale Darstellung der prinzi- 
pielle gruppenspezifische Unterschied des gramnegativen Prot.vulg. 
gegeniiber St.aur. und M. phlec sichtbar, wobei besonders auffallt, daB 
die Kurven fir St.aur. und M. phlei nahezu gleich laufen. Das lieB sich 
in unabhingigen Versuchsreihen mit verschiedenen Suspensionen stets 
in annahernd gleicher Weise reproduzieren, ebenso mit anderen 'Test- 
bakterien, wie HL.coli, Ps. fluorescens u. 4., die aus Raumgriinden hier 
nicht behandelt werden konnen. 

Die Versuche der Abb.1 zeigen, daB in optimaler Nahrlosung mit 
maximal atmenden und wachsenden Zellen im Bereiche der gerade auf 
die Atmung wirksam werdenden Konzentrationen der WAS die Resistenz- 
2 Potenzen betragt. Es ist verstandlich, da hier in 
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Konzentration ABS 
Abb. 1. Prozentuale Verhiltnisse der O,-Aufnahme (Qo.) be- 
zogen auf gleiche Suspensionen ohne ABS = 100°/, in 
Dextrose-Bouillon bei 38°C, MeB-Zeiten 180—240 min nach 
Zusatz. o o Proteus vulgaris, « « Staph. aureus, 

A A Mycobact. phlei (G) 
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Abb. 2. Entsprechend Abb. 1. o——o Proteus vulgaris in Dex- 

trosebouillon, o---o Proteus vulgaris in m/20 Puffer +- Glucose, 

o---o Staph. aureus in Dextrosebouillon, ao—o Staph. 

aureus in m/20 Puffer +- Glucose, A A Mye. phlei G. in 

Dextrosebouillon, A—-+-:—A Myc. phlei G. in m/20 Puffer 
-+- Glucose 


(2,82:10-™Mol/L) 


optimaler Nahrlosung 
mit maximalem Qo, in 
jedem Fall bei Einwir- 
kung von WAS die 
Werte der O,-Aufnahme 
100% oder weniger sein 
miissen. Bei Prot. ist die 
Atmung bei der hohen 
Konzentration von 10-* 
noch ungestért und so- 
gar bei 10-* sind noch 
85°, der Normalatmung 
vorhanden. 


Von gréBerem Inter- 
esse ist nun die Beob- 
achtung (Abb.2), dab 
die Verhaltnisse bei nur 
betriebsstoffwechselnden 
Zellen wesentlich anders 
liegen. MiBt man die 
O,-Aufnahme von Zellen 
wie vorher in m/20 Phos- 
phatpuffer mit Glucose 
als alleiniger C- Quelle, 
so kann in den Reserve- 
stoff-verarmten Zellen 
ohne weitere N- Quelle 
keine wesentliche Zell- 
vermehrung  eintreten 
und die  gegentiber 
ruhenden Zellen erhéhte 
O,-Aufnahme steht in 
erster Linie im Zeichen 
einer Betriebsstoff- 
wechselleistung. Es zeigt 
sich nun iiberraschend, 
daB der Betriebsstoff- 
wechsel von Prot. als 
Beispiel fiir die gram- 
negativen Bakterien, 
prozentual und damit 
relativ viel weniger resi- 
stent ist als der Bau- und 
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Vermehrungsstoffwechsel in DB. Bei St. aur. und M. phlei ist es dagegen 
umgekehrt, indem der Betriebsstoffwechsel prozentual viel weniger 
gehemmt wird als der Baustoffwechsel. 

Fir M. phlei G ist diese Erscheinung in den Versuchen der Abb.3 
weiter erlautert. Hier ist auBerdem noch die Einwirkung auf Zellen ver- 
glichen, die sich in einem Medium aus m/20 Phosphatpuffer, Glucose und 
NH,-N vermehren kénnen. Der Qo, (100°) = 146 liegt dabei zwischen 
dem optimalen Wert 245 in DB und 
dem Wert Qo, = 46 fiir betriebs- 
stoffwechselnde Zellen in m/20 Puffer 
mit Glucose. Es zeigt sich also auch 
hier fiir M. phlei G die abgestufte 
Zunahme der Empfindlichkeit beim 
Ubergang vom Betriebs- auf den 
Baustoffwechsel wie bei St. awr. und 
damit prinzipiell umgekehrt zu Prot. 
Das ist besonders deutlich fiir die 
Konzentration 10-4. Dazu sind in 
Abb.4 direkt vergleichbare Versuche 
mit FAS wiedergegeben, und auch 
hier ist das prinzipielle Verhalten 
gleichermafen. 

In Abb.3 und 4 ist auBerdem die 
Wirkung von ABS und FAS in 
m/20 Phosphatpuffer auf WM. phlea 
G-Zellen mit reduzierter endogener 
Atmung (Qo, = 5,5, in anderen Ver- + He me =a 2, 
suchen auch Qo, = 1,1) dargestellt, P ”" foncentration ABS (262-0°*Moll 
und es Bere sich, dah bei ABS und Abb. 3. Mye. phlei G. Prozentualer Vergleich 
FAS bei Konzentrationen von 10-6 der O.-Aufnahme von Suspensionen gleicher 
nnd 10-S eine etwa gleich grofle pro- Dice (TM. =, 140m) neces 
zentuale FérderungderO,-Aufnahme — von ABS, bezogen auf die entsprechende 

a é Kontrollatmung ohne Zusatz (100°/o). 
erfolgt. Die GréBenordnung der pro- sn00" Phosphatpusee wa.7.0, (O0al 
zentualen Hemmung durch ABS bei nO ies 0 inks Raa e 
10-4 paBt andererseits vollkommen Pissnhhipaiter’-.. Glucose NH,-N, 
in das vorher besprochene Wirkungs- —_(@02/100'/e Seta ik ae noma 
prinzip bei den untersuchten gram- 
positiven Bakterien, einschlieBlich 
M. phlei, da®B auf der Linie von den ruhenden iiber betriebsstoff- 
wechselnde und optimal baustoffwechselnde Zellen die prozentuale Hem- 
mung der Atmung zunimmt, im Gegensatz zur groéBeren Resistenz des Bau- 
stoffwechsels gegentiber dem Betriebsstoffwechsel bei den gramnegativen 
Bakterien. Hier bietet sich zweifellos einer der méglichen Ansatzpunkte 
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zum Verstindnis der hohen Selektivwirkung anionischer WAS auf 
gramnegative Bakterien. 

Beim Vergleich der Wirkung von ABS und FAS auf M. phlei G-Zellen 
mit reduzierter endogener Atmung fallt bei FAS fiir die Konzentration 
10-4in Abb. 4 die starke Erhéhung 
der O,-Aufnahme auf, wahrend 
vergleichsweise bei ABS hier be- 
reits eine depressive Wirkung vor- 
liegt. Dariiber gibt die Abb.5 ge- 
nauere Aufklirung. Bei Betrach- 
tung allein der hohen Konzen- 
trationen von 10-4 fiir ABS und 
FAS und vergleichsweise Glucose 
zeigt sich, daB die Atmungsfo6r- 
derung bei FAS in Abb. 4 auf einer 
Verwertung des FAS als C- Quelle 
zuriickzufihren ist. 
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IT. Die Grenzkonzentrationen fiir 
die Sistierung der O,-Aufnahme 
und fir die Abtétung und 
Beziehungen zur kritischen 
Konzentration (cy) 

Die WAS-Grenzkonzentra- 
tionen fiir die véllige Sistierung 
der O,-Aufnahme in den Abb. 1—5 
sind bei unseren Versuchsanord- 
nungen fiir den gemessenen Zeit- 
raum von 180—240 min nach 
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Konzentration FAS Gea veyy Ene een im Bereiche um etwa 

Abb. 4. Wie Abb. 8, aber FAS 10-%. Nur fiir die stark baustoff- 


wechselnden Zellen von Prot. ist 
die Grenzkonzentration wesentlich erhéht und liegt bei etwa 10-2 WAS 
und damit bei 1°, igen Lésungen. In Abb.4 bei Versuchen mit FAS ist 
auch fiir 7. phlei G fiir den Betriebsstoffwechsel (Naihrlésung mit Glucose) 
bei 10~* eine deutliche prozentuale Resistenzverschiebung sichtbar, ver- 


ursacht durch die analytisch meBbare schnelle Inaktivierung der WAS 
durch die Bakterien. 


Diese Wirkungsgrenzen stimmen recht gut mit den wenigen vergleichbaren 
exakten Angaben in der Literatur iiberein. Mrvamr (1956) fand bei Versuchen mit 
Oleat auf Mycobacterium avium Abtétung nach 30 min bei 10-3 mol und bei 10-*mol 
noch 7% Uberlebende. Andererseits war die O,-Aufnahme bei 10-4 mol stark erhéht, 
bei 10-* mol gehemmt. Ginpy u. Few (1957) fanden bei intakten Zellen von 
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Micrococcus lysodeicticus 99,9% ige Abtétung in 30 min bei 25°C durch 1,2 - 10~* mol 
Na-Dodecylsulfat (0,346 g/l) und 2,6 - 10-* mol Na-Dodecylsulfonat. D6xu (1957) 
fand, daB Konzentrationen von 2,5 und 0,25 g/l handelsiiblicher Reinigungsmittel 
die grampositiven Bakterien im physiologischen py-Bereich starker als die gram- 
negativen hemmten. Diese werden dagegen erst im sauren Bereiche starker sistiert. 
Diese anwendungstechnisch interessante Beobachtung gibt aber keinen Hinblick in 
die Ursachen der gréferen Resistenz, denn auch die gramnegativen Bakterien haben 
ja ihr Stoffwechseloptimum im 
physiologischen py-Bereich. 
Wo oder in welchem wy 
definierten Konzentrations- 
bereich liegen die tatsach- 
lichen Grenzen fir die 
Sistierung der Atmung 
und der Abtétung und in sa 
welchem MaBe stehen die 
Atmungshemmung und die 
Abtétung in direktem Zu- 
sammenhang ? 


Bei Minami (1956) waren 
in Versuchen mit Oleat 
Atmung und Methylenblau- 
Reduktion irreversibel ver- 
andert. In Suspensionen 
mit sistierter O,-Aufnahme 
fanden wir eine annahernd 
gleichlaufende Abnahme 
der wachstumsfahigen Zel- 
len. Demnach miissen die 1 i 4 
vorher gezeigten Grenz- ¥ ; ae nach Versuchsbegian 


konzentrationen fiir die ' i cad 
fds Abb. 5. O.-Aufnahme von Mycobactervum phlei G. in 
Sistierung der O,-Aufnahme m/20 Phosphatpuffer. Ohne Zusatz=100°/o Mit je 


3 7. 0,01°/,: Glucose xX AWA, 0 o, ABS 
auch. als ungefahre baktert A A. Mefzeit | entsprechend Abb. 4. Darstel- 
cide Grenzen bei gentigend jung: Qo. fiir je 30 min, 0—18 Std nach Versuchs- 
langer Einwirkung gelten peginn in Prozent der Kontrolle ohne Zusatz 
Das 1a8t sich auch in 
Suspensionstesten in Aq. dest. fir einen annahernd tibereinstimmenden 
WAS-Konzentrationsbereich bestitigen, wobei bei Vergleichsangaben 
die im Warburgapparat benutzte Temperatur von 38° C mit beriick- 
sichtigt werden muB. 

Aber andererseits scheinen diese Grenzkonzentrationen in offenbarem 
Widerspruch zu stehen zu der Beobachtung, da% Bakterien oft in hoch- 
konzentrierten Lésungen von WAS und nichtkonservierten Handels- 
praparaten mit bis iiber 25°, WAS noch iiberleben konnen, und daB 
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gramnegative Bakterien sich noch in mehrprozentigen Lésungen der- 
artiger Priparate in anscheinend optimaler Weise vermehren (Damm 
1956). Dariiber finden sich die widersprechendsten Angaben in der 
Literatur. 

Eine Erklirung dafiir kann man nun einmal aus unseren Beobach- 
tungen ableiten, dag eine Begiinstigung erfolgt, wenn gleichzeitig 
andere verfiigbare Nahrstoffe, wie assimilierbare N-Verbindungen und 
C-Quellen, z. B. Alkohol als Lésungsvermittler oder auch Anteile selbst 
als C-Quelle gut verwertbarer WAS vorliegen. Das pat auBerdem zu 
unserer Beobachtung, daB der Baustoffwechsel der gramnegativen 
Bakterien relativ am resistentesten ist. 

Ein weiterer Gesichtspunkt verdient im Zusammenhang mit der 
Wirkungsweise der hohen WAS-Konzentrationen Beachtung: Bekannt- 
lich verlieren anionische WAS-Molekiile von einer bestimmten ,,kritischen 
Konzentration™ ¢, an die Eigenschaften von véllig dissoziierten Elektro- 
lyten und bilden Micellen, wobei sich ihr chemisch-physikalisches Ver- 
halten andert. So betragt c;, fiir das benutzte FAS-Praparat in Aq. dest. 
8 - 10-3 mol (2,32 g/l) und fiir ABS 1,8 - 10-* mol (0,64 g/l). Weiter nimmt 
c, in Gegenwart steigender anderer Elektrolytmengen laufend ab, wobei 
allein die Kationen wirksam sind [LANGE (1951)], wahrend andererseits 
nach Pownry u. App1Ison (1937) ¢, von FAS durch den pq-Wert im 
weiten Bereich von px 4,5—12 nicht beeinfluBt wird. Dies ist eine auBerst 
wichtige Tatsache fiir Versuche mit WAS an lebenden Zellen und 
Enzymen. So verandert sich z. B. c, im m/20 Phosphatpuffer unserer 
Versuche nach Messungen von LANGE gegeniiber Aq. dest. bereits auf 
0,29 g/l fiir FAS und 0,12 g/l fiir ABS. 

Vergleicht man nun diese Werte fiir c, mit den in unseren Atmungs- 
versuchen ermittelten Grenzkonzentrationen fiir die Sistierung der O,- 
Aufnahme und die Abtétung, so wird ein enger Zusammenhang deutlich. 
Dazu paBt auch die Beobachtung von PRESTON (1948), daB im Bereiche der 
kritischen Konzentration sich auch die osmotischen Verhaltnisse wesent- 
lich verandern. Obwohl eine experimentelle Beweisfiihrung dafiir fehlt und 
auch methodisch sehr schwierig ist, daB z. B. der biologische bactericide 
Wirkungsbereich sich parallel zur Verschiebung von c, verandert, so gibt 
doch bereits die Méglichkeit des Uberlebens und Wachsens der gram- 
negativen Keime in hochkonzentrierten Praparaten Hinweise dafiir, 
besonders auch, weil man diese Erscheinungen vor allem bei Komponenten- 
Praparaten mit Stickstoff (z. B. Harnstoff), Neutralsalzen und Lésungs- 
mitteln u. a. findet, wodurch eine sehr wesentliche Veranderung 
der kritischen Konzentrationen eintreten mu. Auch die Angaben von 
ARMSTRONG (1957), daB die bisher beobachtete Diskrepanz der Angaben 
tiber die Na-Dodecylsulfat-Dosen, welche die aerobe CO,-Bildung der 
Hefe hemmen, ausschlaggebend durch die Konzentration der Na-, Li-, 
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Mg-, NH,-Ionen verursacht ist, bestitigen indirekt diese Beziehungen. 
Diese Zusammenhange sind in komplexen Medien noch kaum untersucht 
worden, insbesondere auch nicht in bezug auf die biologischen Wirkungen. 
Hier sind betrachtliche methodische Schwierigkeiten zu tiberwinden. 
Die Frage, ob der nahe Zusammenhang der biologischen Wirkungen 
mit dem Bereich der kritischen Konzentrationen allein durch die in 
diesem Bereiche maximale Elektrolytkonzentration bedingt ist, oder ob 
auch den Micellen in diesem Zusammenhang besondere biologische 
Wirkungen zukommen, la8t 
sich bisher nicht entschei- % 
den. Eine gleichzeitige und reat 
unabhangige Bestimmung der 
nebeneinander als Elektrolyte 
oder Micellen vorliegenden 
WAS, zudem in komplexen 
Medien, ist experimentell nicht 
moglich. Man kénnte namlich 
auch fragen, ob eine steigende 
Micellen-Konzentration nicht 
eine biologische Wirkung der 
Elektrolyt-Molekiile antago- 
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nisieren kann. Viele Gesichts- 
punkte sprechen fiir die Elek- 
trolyt-Wirkung als auslésende 
biologische Ursache, insbeson- 
dere die bekannte Bindung an 
Eiwei8. Darauf kommen wir 
unten noch zurick. 


Abb. 6. Myc. phlei G. und B. Prozentuale O,-Auf- 
nahme (Qo2) nach je 10 min Temperaturbehandlung 
in Aq. dest. ohne und mit ABS, bezogen auf 10 min 
Behandlung bei 38°C ohne ABS (Qo;/38° C/300 min 
= 100°/,). AnschlieBend manometrische Messung von 
Qo2 im Warburg-Apparat in m/20 Phosphatpuffer 
pu 7,0. © o Stamm G. ohne ABS, o——-—o 
Stamm B. ohne ABS, A A Stamm G. ohne 
ABS, 20 min exponiert, x x Stamm G. + 
1:5000 ABS, x——-—x Stamm B.-+ 1: 5000 ABS 


III. Wirkung von WAS im Bereiche physiologischer 
Grenztemperaturen 
Es konnte angenommen werden, dafs gerade im Bereiche der physiolo- 
gischen Grenztemperaturen die Grenzflachenwirkung dieser Substanzen 


sich besonders deutlich auf die 


Bakterienzellen auswirken miiBte. Als 


Beispiel zahlreicher Versuchsanordnungen besprechen wir die Ergebnisse 
in Abb.6 mit zwei VM. phlei-Stammen (G und B). 

Wir exponierten dreifach gewaschene und im Kiihlschrank vorbereitete, 5 Tage 
alte, auf DBA bei 37°C gewachsene M. phlea G- und B-Suspensionen in Wasser ohne 
oder mit 200 mg/l ABS je 10 min bei 38°, 46°, 56°, 60°, 66°C und haben sofort 
anschlieBend, nach entsprechender Verdiinnung, damit keine Hemmung der O,- 
Aufnahme durch die im Ansatz befindliche WAS auftreten konnte, iiber je 300 min 
bei 38°C im Warburg die O,-Aufnahme gemessen. 

Man ersieht aus der Abb.6, da8 bereits nach 10 min Temperatur- 
pehandlung allein bei 56—60° C eine Depression der O,-Aufnahme eintritt 
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und nach 10 min bei 66° C die véllige Sistierung erfolgt. In vergleich- 
baren Suspensionstests stellten wir entsprechend in 10 min bei 66° C die 
Abtétung der eingeimpften Testkeime fest. Die Kurve ist nattirlich sehr 
zeitabhangig, wie die beigefiigte Kurve fiir 20 min Temperaturbehandlung 
zeigt. Man mu8 also, um die Wirkung der beiden zusammenwirkenden 
Faktoren Temperatur und WAS differenzieren zu k6énnen, experi- 
mentell den richtigen Grenzbereich der Einzelwirkungen durch Vor- 
versuche wihlen. Der Versuch zeigt, daB bei gleichzeitiger Gegenwart 
von WAS in einer Konzentration, die an sich allein nur eine geringfiigige 
Wirkung ergibt, eine ungewohnlich gréBere Einwirkung bei erhdhter 
Temperatur erfolgt. Im Bereich der physiologischen Grenztemperaturen 
ist fiir beide Stamme durch WAS die baktericide Grenztemperatur 
ebenfalls nach unten verschoben. Auf diesen Erscheinungen beruht auch 
das Prinzip der Einweichwirkung und Thermo-Desinfektion tuberkulés 
infizierter Krankenhaus-Wasche. Obwohl die WAS selbst keine Desinfek- 
tionsmittel sind, wird daraus verstandlich, daB bei den tiblichen Wasch- 
verfahren mit mehr oder weniger hoher Temperatureinwirkung in dem 
Zusammenwirken von Temperatur und WAS sich ein verbesserter und 
voll gentigender Effekt einstellt. 


IV. Die stammspezifischen Resistenzunterschiede zweier 
M. phlei-Stimme gegeniiber WAS und die Frage eines 
moglichen Zusammenhanges mit der Katalaseaktivitat 


Wir zeigten vorher, daB die Resistenz des M. phlei G-Stammes ganz 
in der GréBenordnung der grampositiven Bakterien (St. aur.) liegt. 
Weiter fanden wir aber noch beim Vergleich der zwei M. phlei-Test- 
stémme, da nicht zu tibersehende, feinere stammspezifische Resistenz- 
unterschiede vorhanden sind, die uns bei Dilutions- und Lappchentests 
darauf hinwiesen, da auch bei der Austestung von chemisch-physikali- 
schen EKinwirkungen und von Desinfektionsmitteln die stammspezifischen 
Unterschiede beriicksichtigt werden miissen. Das wird bisher erst wenig 
beobachtet, obwohl diese Tatsache z.B. fiir die Wertbestimmung von 
Antibiotica, Vitaminen u. a. ganz allgemein bekannt und selbstverstand- 
lich ist. 

Die verschiedene WAS-Resistenz von M. phlei G@ und B ist aus dem 
Versuchsbeispiel in Tab.1 ersichtlich. 

Hier bot sich uns so die Méglichkeit, unabhangig von gattungs- 
spezifischen Kigenschaften verschiedener Bakterien und von Unter- 
schieden in bezug auf Kultur- und Nahrbodenanforderungen, Temperatur 
usw. mogliche Zusammenhinge der WAS-Resistenz der Stamme mit 


ihrer verschiedenen Katalaseaktivitét und anderen EKigenschaften auf- 
zudecken. 
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Hier interessiert vor allem der in vielen Fallen beobachtete Zusammen- 
hang hoher Katalaseaktivitat der Zellen mit ihrer Resistenz gegen 
physikalische und chemische Noxen. 


Héhere Resistenz gegeniiber H,O,, UV-Bestrahlung, 8-Oxychinolin und Actino- 
phagen [Privor (1952), Lick (1953), vgl. auch AnDREJEW (1946) und UncKER 
(1955), Mrrrner u. Laverty (1953), Lararser (1952), Brinxs (1952), HucHEs u. 
HinsHELWwoop (1955) u. SsoxoLowa (1956) ]. 


Tabelle 1. Prozentuale Restatmung (Qo,) von Mycobacterium phlei, Stimme G und B 
nach 18 stiindigem Aufenthalt in Wasser ohne oder mit WAS bet 20° C bezogen auf die 
jeweiligen Atmungsquotienten (Q0,/300 min/38° C) ohne WAS-Zusatz. 

Fiir Stamm G auch Vergleich von Zellen mit verschiedener Katalaseaktivitat 
(Spalte 3 und 4) 


Stamm B Stamm G@ Stamm 
pete v0 anit von DBA von DBA ape 
mg/l] ABS Qrat 253 Qxat 1100 GBA 
ohne 100 100 100 
100 98 87 91 
250 100 55 49 
500 86 33 35 


Zur Messung der Qo, wurden die ABS-behandelten Suspensionen mit Nahr- 
lésung so verdiinnt, daB die Restkonzentrationen von ABS im Kontrollansatz die 
Messung nicht stdrten. 


Bei den Mykobakterien besteht ein gleitender Ubergang von der geringen 
Katalaseaktivitat bei M. tuberculosis tiber die saprophytischen Mykobakterien zu 
anderen Bakterienarten. Auf die Beziehung zwischen der Tsonicotinsiurehydrazid- 
(INH)-Empfindlichkeit und der Katalaseaktivitat der Mykobakterien kann hier nur 
hingewiesen werden [vgl. Urcksr (1955), BontckE (1954), TrRUNARAYANAN (1956), 
LEMBKE (1953) u. a.]. 

Nach den bisher bekannten Zusammenhangen zwischen der Vitalitat der Bak- 
terien, ihrer Katalaseaktivitat und der Resistenz gegeniiber schadigenden Wirkungen 
schien es durchaus méglich, daB auch ein direkter Zusammenhang zwischen der ver- 
schiedenen WAS-Resistenz und der Héhe der Katalaseaktivitat verschiedener 
Bakterien nachweisbar sein kénnte und zugleich auch zu den vorher aufgezeigten 
differenzierten Wirkungen auf Bau- und Betriebsstoffwechsel, zumal LEMBKE u. 
MeEnnrincer (1952) gute Ubereinstimmung zwischen der Katalaseaktivitat und der 
Atmungsleistung bei Myc. tbe. gefunden hatten, ebenso daB Seifen der Olsdure und 
Elaidinsaure (2 mmol/l) die Katalase eines avirulenten M. tbc.-Stammes hemmten 
und die Atmungshemmung eine Folge dieser Enzyminaktivierung sein sollte. AuBer- 
dem sind gerade bei den spezifisch WAS-resistenten gramnegativen Bakterien die 
pisher héchsten Katalaseaktivitéten gefunden worden. [Zusammenstellungen bei 
Fusrra u. Kopama (1931) und Unckrer (1955); z.B. QKat = 15000 fiir B. pyo- 
cyaneum (Ps. aeruginosa).] Wir bestimmten u. a. fiir unsere unter den folgenden 
Namen gefiihrten Teststamme: B. pyocyaneum = 5650, Prot. vulg. = 5200, 
E. coli = 780, St. aur. = 2800, Streptococcus glycerinaceus = 720, Myc. (N ocardia ) 
rubrum = 3700, Myc. (Nocardia) eos = 2060, Proact. (Nocardia) ruber 12 = 1840, 


Myc. lacticola = 650. 
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Wir haben besonders die M. phlei-Stimme G und B in vielen Zusam- 
menhiangen zu ihrer Katalaseaktivitét untersucht. Wir konnen hier nur 
in aller Kiirze tiber diese ausgedehnten Versuche berichten. 

In diesen Versuchen wurden immer gewaschene Zellen in ihren Eigenschaften 
und Reaktionen verglichen, weil nach unseren Erfahrungen bei direkt untersuchten 
Suspensionen und Zellen aus Nahrlésung die MeBwerte oft in extremer Weise aus- 
einandergehen. 

Die Temperaturoptima und auch die Temperaturempfindlichkeit der beiden 
Stamme waren praktisch iibereinstimmend, ebenso die O,-Aufnahme bei Bau- und 
Betriebsstoffwechsel. Dagegen war die Ruheatmung bei Stamm B hoher als bei 
Stamm G, bzw. ging bei Verarmung der Zellen an Reservestoffen langsamer zuriick 
als bei G. Die Zellmassebildung des Stammes B auf DBA war in 5 Tagen groBer als 
bei Stamm G. Stamm @ hat eine starkere rétlich-gelbe Farbstoffbildung. Der Ge- 
samtlipoidgehalt beider Stamme war im Rahmen der Bestimmungsfehler gleich und 
nach Waschen der Zellen mit WAS bei beiden Staémmen nicht meBbar verandert. Es 
war an die Moglichkeit einer unterschiedlichen Wirkung der WAS auf die Lipoide 
der Cytoplasmamembran gedacht worden. 

Die Katalaseaktivitat (Qx,,) der beiden Stamme unterscheidet sich 
in charakteristischer Weise. Bei 5 Tage alten, auf DBA bei 37° C gewach- 
senen und dreifach gewaschenen Zellen von Stamm G war Qx,; im 
Mittel = 1200. Demgegentiber betrug Q,,; im Mittel fiir Stamm B = 
350. Auf DBA bei genau gleichen Kulturbedingungen blieb das Ver- 
haltnis stets gleich und auch verschiedenes Alter (2—29 Tage) hatte nur 
geringen KinfluB. Die Katalaseaktivitat der Zellen von Stamm B war 
dann nie gréBer als 20—30°% derjenigen von G. Auch beim Waschen der 
intakten Zellen ging in beiden Fallen nur ein kleiner, den Verhaltnissen 
der beiden Stémme entsprechender Anteil Katalase in Lésung. Der 
Unterschied lieB sich demnach nicht mit einer gréBeren Léslichkeit der 
Katalase des Stammes B erkliren. 

Aus der Literatur ist auch bekannt, daB man die Katalaseaktivitat der 
Zellen durch Kulturbedingungen (Beliiftung u. a.) experimentell ver- 
andern kann. Interessant war nun, daB auf Glycerinbouillon-Agar (GBA) 
bei Stamm G Zellen mit wesentlich gréferer bis verdoppelter Katalase- 
aktivitaét erhalten wurden. Aber bei Stamm B reagierte die Katalase- 
aktivitat praktisch nicht auf Glycerin. 


Qxkat auf Nihrbéden 


Stamm j 
DBA | _ 05% GBA | 1% GBA | 3% GBA 
AOE RR Se 6 1100 2100 2070 | 1480 
Malet B sy peti 253 284 226 | 200 


Kine vergleichsweise Priifung der Einwirkung von WAS auf derartige 
Suspensionen von Stamm G mit unterschiedlicher Katalaseaktivitat 
ergab, daB die verschieden groBe Katalaseaktivitat des gleichen Stammes 
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nicht in annahernd entsprechendem Mae die WAS-Resistenz der Zellen, 
gemessen an der Hemmung der O,-Aufnahme, verandert (Tab. 1, Spalte 3). 

Trotz aller vorgenannten Versuche und Uberlegungen konnten wir 
also nicht die Tatsache erklaren, da8 der Stamm B mit der geringeren 
Katalaseaktivitat die gréBere Resistenz hat, ebenso lieB sich keine direkte 
Beziehung zwischen der Hohe der Katalaseaktivitaét und ihrer Abhangig- 
keit von anderen Faktoren aufzeigen. 


Tabelle 2. Vergleich der prozentualen Abnahme der Atmungs- und Katalaseaktivitat 
von Zellen von Mycobacterium phlei G und B nach 18 stiindigem Aufenthalt in 
waprigen A BS-Léosungen 
Messungen nach dreimaligem Waschen der exponierten Suspensionen 
iiber Membranfiltern 


Mycobacterium phlei G Mycobacterium phlei B 


Behandlung 
je 18 Std 


QKat Qo, QKat 


mit mg/] ABS Qxat in Prozent | in Prozent QKat in Prozent Qo. 
Ce ee ee 

ohne 1020 100 100 360 100 100 

125 1010 99 79 360 100 84 

1000 296 29 0 380 106 64 

10000 316 31 0 319 88 0 


Bei Versuchen iiber die Einwirkung der WAS auf die Katalaseaktivitat 
selbst fanden wir weiter, daB die Hemmung der O,-Aufnahme der 
Hemmung der Katalaseaktivitait bei den gepriiften Staimmen nicht 
parallel lauft, sondern daB die Hemmung der O,-Aufnahme ganz offenbar 
primar erfolgt, und erst sekundar und nachwirkend die Katalaseaktivitat 
verandert wird. 

Ein Beispiel dafir gibt Tab.2. Man sieht, daB in jedem Falle die 
prozentuale Hemmung der O,-Aufnahme gréfer ist als die Hemmung der 
Katalaseaktivitat und bei volliger Sistierung der O,-Aufnahme ist noch 
eine betrachtliche Katalaseaktivitat nachweisbar. 


Zu ahnlichen SchluBfolgerungen kommen auch CHRISTOPHERSEN u. PRECHT 
(1952) bei Hefe iiber die Temperaturresistenz der Katalase und Dehydrase, die sie 
wesentlich resistenter als die Vermehrungsfahigkeit fanden und die darum nicht fiir 
die Begrenzung der Lebensfahigkeit in Betracht kommen sollen. Ebenso wurde bei 
UV-Bestrahlung nach Verlust der Lebensfahigkeit noch Katalase gefunden, und 
Tro (1953) fand bei der Priifung der Katalaseaktivitat als Test fiir die Lebensfahig- 
keit von BCG-Vaccine, daB bei der Gefriertrocknung etwa 70% der Enzymaktivitat 
aber nur 20% der Lebensfahigkeit erhalten blieben. 

Sehr deutlich ist in Tab.2 wieder die groBere Resistenz von Stamm 6b 
als bei Stamm G@ sichtbar. Der Vergleich der Katalasequotienten in 
Tab.2 zeigt, daB bei den mit sehr hohen WAS-Konzentrationen (1 und 
10 g/l) behandelten Suspensionen der beiden Staémme dann die Katalase- 
Restaktivitat beider Stamme iiberraschend auf etwa gleicher Hohe liegt, 


gegeniiber dem viel groReren Anfangswert bei Stamm G. 
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Dies kénnte auch zu der Frage fiihren, ob die hohe Gesamtkatalaseaktivitat vom 
Stamm G, die sich zudem, wie wir vorher zeigten, auf GBA noch weiter erhéhen 
laBt, aus zwei verschieden labilen Katalasen zusammensetzt, ahnlich wie TER- 
Karapersan (1955) fiir die nach Beliiftung bei Hefen erhéhte Katalaseaktivitat 
eine leichte Ubergangsméglichkeit von einer inaktiven in eine aktive Form annimmt. 

Die 18stiindige Behandlung der Suspensionen mit WAS erhdéhte die 
Léslichkeit der Katalase aus den Zellen nicht. Die zellfreien Membran- 
filtrate der exponierten Suspensionen ergaben vergleichsweise je Milliliter 
nach Wasserbehandlung oder nach WAS-Behandlung bei Stamm @ bei 
der H,O,-Spaltung 60 bzw. 62 mm? O, in 30min und bei B 17 bzw. 


17 mm? Q,. 


V. Zur Frage des Wirkungsortes der anionischen WAS 
an der Bakterienzelle 


Der Vergleich der prozentualen Restwerte fiir die O,-Aufnahme nach 
WAS-Behandlung in Tab.1 und 2 zeigt auBerdem, daB die Hemmung 
der O,-Aufnahme nicht durch Waschen reversibel ist. 

Mrnami (1956) fand bei Versuchen mit Oleat eine irreversible Veranderung der 
Atmung und Methylenblaureduktion und schloB daraus auf eine Primarwirkung auf 
bestimmte Orte der Grenzfliche bzw. Zellstruktur. Das stimmt mit Versuchs- 
ergebnissen iiberein, die bei der Einwirkung von WAS auf Eiweif’ gewonnen wurden 
[Kun u. Brevie (1940), NeuraTH u. Purnam (1945) sowie Karuscu (1952)] und 
mit den damit gewonnenen Vorstellungen, daB im Gegensatz zu den nichtionischen 
WAS, deren Wirkungen auf EiweiB in erster Linie durch elektrostatische Krafte 
bedingt sind, bei den anionischen WAS eine echte Bindung an den kationaktiven 
Gruppen des Protein-Molekiils erfolgt. Dabei sind wesentliche strukturelle Ver- 
anderungen wahrscheinlich, indem die Versuche der genannten Autoren darauf 
deuten, da bei Bindung von groBen Anionen an Albumin Streckung und Ver- 
groBerung des Proteinmolekiils in Abhingigkeit von der Zahl der gebundenen 
Jonen eintritt. Kenren (1958) fand, daB anionaktive WAS latente Phenoloxydase 
aktivieren kann und sieht als Ursache dafiir ebenfalls ihre Bindungsfahigkeit an die 
kationaktiven Gruppen des EiweifSmolekiils. Auf Grund der py-Spezifitat dieser 
Erscheinung sollen dazu die Imidazolgruppen und. die endstandigen a-Aminogruppen 
in Betracht kommen oder die Keto-imido-Gruppen in Proteinen und Iminogruppen 
in Aminopolysacchariden und Lipiden. 

Bei Versuchen iiber die Einwirkung von reinem Na-Dodecylsulfat auf 
Rinderserumalbumin [NeuRATH u. Purnam (1945)] und insbesondere 
auch durch kalorimetrische Messungen der Reaktionswirmen [GopDARD 
u. Peruica (1951)] wurde gefunden, da’ maximal je Molekiil Albumin 
55 Molekiile Na-Dodecylsulfat gebunden wurden. Bei einem Molgewicht 
von ~ 70000 fiir Albumin und 15840 fiir WAS ware das Gewichtsver- 
haltnis 4,4 : 1 oder auf 100 Gewichtsteile Albumin 23,7 Teile WAS. 

Interessant ist nun, daB man bei entsprechenden Uberlegungen iiber 
unsere in Abb.7 mitgeteilten Versuche mit M. phlei G itber die Abhangig- 
keit der Hemmung der O,-Aufnahme von der Suspensionsdichte (TM in 
mg/ml) zu gréfenordnungsmaBig ahnlichen Verhaltnissen kommt. Mit 
einer gewissen Berechtigung kénnte man voraussetzen, daB die Hemmung 
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der O,-Aufnahme dann in direkter Beziehung zur Eiweif-WAS-Bindung 
steht. Entnimmt man aus der Abb.7, daf® fiir unsere MeBzeit von 180 bis 
240 min nach Zusatz der WAS bei einem TM/WAS-Verhaltnis von 
10,3:1 die O,-Aufnahme gerade nicht mehr gehemmt wird (100% 
Normalatmung) und bei einem Verhialtnis von 3,86: 1 die O,-Aufnahme 
gerade vollstandig sistiert wird und setzt weiter den EiweiBgehalt der 
TM im Mittel mit etwa 50% ein [RippEex (1955)], so sind die entspre- 
chenden Verhaltnisse fiir 
je 100 Teile ZelleiweiB 0 
19,4 Teile WAS als Grenze a 
fir die gerade die O,- 
Aufnahme nicht mehr 
beeinflussende WAS- 
Konzentration (und 51,8. % 
Teile WAS als Grenzwert 
fiir die vollige Sistierung 
der Atmung) im Vergleich 
zu 23,7 Teile WAS, die an ; 
Rinderserumalbumin ge- 9 & 0 1 
bunden wurden. Aus dem Suspensions archte mg /M/mb 
experimentellen Vergleich Abb. 7. Mycobacterium phlei G. Abhiingigkeit der prozen- 


: 4 > tualen Restatmung von der Suspensionsdichte in mg TM/ml 
dieser Beziehungen bei nach Zusatz von 0,15°/, WAS. Restatmung bezogen auf 


verschiedenen Bakterien 100°/, Normalatmung ohne WAS. Mefzeit: nach Zusatz. 
a lalehreiG B °: o 0—30 min, A———A 30—60 min, 
und gleichzeitiger be- x x 90—120min, -——+ 210—240 min 


ricksichtigung der ver- 
schiedenen Zusammensetzung der Zellen an Eiweif8 und Lipoiden und 
ihrer damit wechselnden Bindungskrafte fiir WAS kann man weitere 


Aufschliisse erwarten. 


Zusammenfassung 

Die bekannte Resistenzdifferenz von gramnegativen und grampositiven 
Bakterien gegentiber hohen Konzentrationen anionischer grenzflachen- 
aktiver Substanzen (WAS) 14Bt sich durch die manometrisch gemessene 
prozentuale Hemmung der O,-Aufnabme exakt darstellen. Als Wirkungs- 
merkmal wird fiir die gramnegativen Bakterien eine prozentual gréoBere 
Unempfindlichkeit des Bau- gegentiber dem Betriebsstoffwechsel erkannt, 
wihrend es bei den grampositiven Bakterien gerade umgekehrt ist. 

Die véllige Sistierung der O,-Aufnahme und die Abtétung erfolgen in 
reinwaiBrigen WAS-Lésungen im Bereiche von 10-% bis 10-*. Zur Erkla- 
rung des Vorkommens von gramnegativen Bakterien in noch wesentlich 
héher konzentrierten WAS-Praparaten wird auBer der bevorzugten 
Resistenz des Baustoffwechsels die Verschiebung der kritischen Konzen- 
tration (c,) fiir die Micellbildung in komplexen Medien herangezogen und. 
die biologische Bedeutung dieser Verschiebung diskutiert. 
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Das Zusammenwirken der beiden Faktoren WAS und physiologische 
Grenztemperatur in getrennt unterschwelliger Dosierung ergibt in der 
Kombination einen synergistischen Effekt. Der Grenzpunkt fir die 
Sistierung der O,-Aufnahme wird um etwa 10° C nach unten verschoben 
und die Abtétung wird beschleunigt. 

Eine direkte Beziehung zwischen der verschiedenen WAS-Resistenz 
der Bakterien, insbesondere bei zwei ausfiihrlich untersuchten Myc. 
phlei-Stémmen, und der Hohe ihrer Katalaseaktivitat lie® sich nicht 
finden. AuBerdem verliuft die Hemmung der O,-Aufnahme und der 
Katalaseaktivitat nicht parallel. Die O,-Aufnahme wird primar und 
stirker gehemmt als die Katalaseaktivitét und in Zellen mit vdllig 
sistierter O,-Aufnahme ist noch Katalase aktiv. Die Hemmung der — 
O,-Aufnahme durch hohe Konzentrationen WAS kann durch Waschen 
der Zellen nicht aufgehoben werden. 

In Zusammenhang mit diesen Ergebnissen werden die Vorstellungen 
iiber die Wirkungsorte der anionischen grenzflichenaktiven Substanzen 
an der Bakterienzelle diskutiert und gezeigt, daB man durch Vergleich 
von Zellmasse/WAS-Verhiltnissen fiir die Wirkungsgrenzen — vollige 
Sistierung der O,-Aufnahme und vollige Enthemmung — 4hnliche 
GréBenordnungen erhalt, wie sie fiir die Bindung im Modell Albumin/ 
WAS bekannt sind. 


Dem Leiter unseres Mikrobiologischen Laboratoriums, Herrn Dr. H. Damm, 
mdéchte ich an dieser Stelle fiir sein freundliches Interesse an dieser Arbeit danken. 
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Zur Kenntnis des Fettsitureabbaus 
durch Schimmelpilze 
I. Mitteilung 
Uber die Methylketonbildung durch Schimmelpilze* 


Von 
W. FRANKE und W. HEINEN 


Mit 3 Textabbildungen 
(Eingegangen am 16. April 1958) 


Uber den Fettsiureabbau durch Pilze, insbesondere seine enzyma- 
tische Seite, ist wenig bekannt. Der Nachweis einer Methylketon- 
bildung aus Fettsauren durch Schimmelpilze der Gattungen Penicillium 
und Aspergillus war jedoch der erste und lange Zeit einzige Hinweis 
fiir das Vorkommen einer f-Oxydation in pflanzlichen Organismen 
(vgl. FRANKE u. FREHSE 1957). 

STARKLE (1924) wies erstmalig nach, daB die in ranzigem Kokosfett aufgefun- 
denen Methylketone (HALLER u. Lassreur 1910a, b) durch die Lebenstitigkeit von 
Schimmelpilzen aus gesittigten Fettsiuren mittlerer Kettenlange entstehen. Im 
Anschlu8 an diese grundlegende Arbeit wurde in der Folgezeit der Abbau verschie- 
dener Fette und definierter Fettsiuren durch Aspergillaceen ziemlich eingehend 
studiert (StoKoE 1928, Coppock, SUBRAMANIAM u. WALKER 1928, AcKLIN 1929, 
TAUFEL, THALER u. LOWENECK 1936). 

Das Optimum der Methylketonbildung wurde meist fiir die Fettsiuren C,, bis 
Cy. angegeben. Eine Methylketonbildung aus niederen Fettsiuren (C,, C;) ist von 
einzelnen Untersuchern vermift worden (STARKLE 1924, Sroxonr 1928, AcKLIN 1929); 
doch zeigten spaitere Untersuchungen (THALER u. Gutst 1939 a, MUKHERJEE 1952a,b), 
daB die Methylketonbildung nicht nur vom verwendeten Pilzstamm, sondern auch 
von den Versuchsbedingungen (py, Reaktionszeit, Fehlen oder Vorhandensein von 
C-Quellen aufer den Fettsiuren u. a.) stark abhingig ist. Stets vermiBt wurde 
Methylketonbildung bei den héheren Fettsauren (Palmitin-, Stearin-, Olsiure). 

Der Chemismus der Methylketonbildung ist schon friihzeitig im 
Sinne einer abgewandelten 6-Oxydation formuliert worden (z. B. von 
THALER u. GEIst 1939b): 


R: CH, - CH, - COOH —R- CH = CH- COOH > 
R- CHOH : CH, - COOH +R- CO-CH,- COOH 


y 
R-CO- CH, + CO, 
ohne da lange Zeit dafiir Beweise vorlagen und ohne daB bis heute der 
enzymatische Nachweis dieser Reaktionsfolge erbracht wire. Immerhin 


* Herrn Prof. Rreper-Batpus in Verehrung zum 70. Geburtstag gewidmet. 
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erhielten THALER u. Mitarb. Methylketone mit Pen. glaucum auch aus 
a, B-ungesadttigten Fettsiuren (THALER u. EISENLOHR 1941) und aus 
B-Oxyfettsaéuren (THaLEer u. Greist 1939b). 

MvuxKuersex (1952a, b) hat den Abbau der Buttersaure teils durch wachsende 
Kulturen, teils durch Mycelsuspensionen von Asp. niger hinsichtlich der gebildeten 
Zwischen- und Endprodukte eingehend untersucht, kommt aber insofern zu keinen 
eindeutigen Ergebnissen, als er nach seinen Versuchen sowohl eine Dehydrierung 
der Buttersiure zu Crotonsaure als auch ihre direkte Oxydation zu B-Oxybutter- 
siure annehmen zu miissen glaubt. 

In den bisher genannten Arbeiten waren als Methylketonbildner stets 
nur Aspergillaceen untersucht worden. Daf aber ein Fettsaiureabbau bei 
Schimmelpilzen verbreiteter vorkommt, zeigen neuere Untersuchungen 
an Neurospora crassa (BEADLE 1945, Luty u. LEIN 1950) und Mucor 
mucedo (STERN, ORDAL u. Hatvorson 1954), die sich in Nahrlo6sungen 
mit hdheren gesittigten und ungesattigten Fettsauren als einziger 
C- Quelle zu entwickeln vermochten; auch fiir Botrytis cinerea (MULLER- 
Srott 1951) und Ophiostoma multiannulatum (Frius u. Yuser 1955) 
wird Fettsiureverwertung — betrachtlich allerdings nur in Zucker- 
gegenwart — angegeben. 

In der vorliegenden I. Mitteilung ist die Verbreitung der Methyl- 
ketonbildung bei Schimmelpilzen auf breiterer Basis geprift worden, 
wobei gesittigte Fettsiuren als einzige C- Quelle wachsender Kulturen 
dienten. Die Abhangigkeit der Methylketonbildung von verschiedenen 
Faktoren (Zeit, pu, C-Zahl der Fettsaure), die unter diesen Bedingungen 
nur bei Pen. glaucwm (THALER u. GEIST 1939 a) und Asp. niger (MUKHER- 
JEE 1952a, b) zum Teil fragmentarisch untersucht worden war, wurde 
bei einer Auswahl verschiedener Pilze einer systematischen Untersuchung 
unterzogen. In einer nachfolgenden II. Mitteilung wird der Nachweis von 
Fettsauredehydrasen in Schimmelpilzextrakten erbracht und ihr 


enzymchemischer Typus naher umrissen werden. 


Methodik 
1. Pilzmaterial und -ztichtung 


Zur Untersuchung kamen aus der Klasse der Ascomyceten aufer Aspergillaceen 
(als , Standardorganismen“‘) Vertreter der Sordariaceen, aus der Klasse der Phyco- 
myceten mehrere Gattungen der Mucoraceen und schlieBlich eine Reihe der zu den 
Fungi imperfecti zihlenden Pilze. Eine Zusammenstellung aller 38 untersuchten 
Stamme findet sich in Tab. 1, 8. 53. Die Pilze stammten mit wenigen Ausnahmen aus 
der Institutssammlung; ein Aspergillus wurde aus der Luft auf einer fettsaure- 
haltigen Nahrlésung eingefangen, ein Penicillium aus Roquefort-Kase isoliert. 

Die auf Wirzeagar in Stammkultur gehaltenen Pilze wurden zu den Methylketon- 
Versuchen auf der von THALER u. Grist (1939 a) angegebenen Nahrlésung folgender 
Zusammensetzung geziichtet (Angaben in g/l): 5 Ammonsulfat, 5 prim. Kalium- 
phosphat, 1 Calciumnitrat (krist.), 1 Magnesiumsulfat (krist.), Spur Ferrichlorid, 
Spur Zinksulfat. Nach dem Sterilisieren wurden dieser Nahrlésung die (mit NH,) 


neutralisierten geradzahligen Fettsauren (von C, bis C,s) in einer Menge von 3 g/l 
4* 
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zugesetzt. Die Ziichtung erfolgte nach Beimpfung von 30 ml Nahrlosung in 100 ml- 
Erlenmeyern mit Konidien bei 28° und — soweit nicht anders angegeben — bei 
pu 6,2—6,6. Zu den Versuchen mit ausgewahlten Methylketonbildnern (Abb. 1—3) 
wurde aus ,,Vorkulturen‘’ auf einer Nahrlésung mit Laurinsaure und Glucose 
(10 g/l) beimpft. 


2. Préiparate 


Von den verwendeten Substraten stammten Laurin-, Myristin- und Palmitin- 
siure von Heyl & Co., Capron-, Capryl- und Caprinséure von Schuchardt. Die 
Testsubstanzen Aceton, Methylpropyl- und Methylisobutyl-keton kamen von 
Riedel-de Haén, Methylnonylketon von Heyl & Co. 


3. Methylketonbestimmung 


Die Bestimmung der in den Kulturlésungen gebildeten Methylketone geschah 
nach der gruppenspezifischen Salicylaldehyd-Reaktion (TAUFEL u. THALER 1932a, b, 
TAUFEL, THALER u. HoHnerR 1937); bei der Kondensation der Methylketone mit 
Salicylaldehyd in Gegenwart starker Schwefelsiure entsteht eine Rotfarbung, die 
sich nach Herstellung einer homogenen Lésung durch Alkoholzusatz photometrieren 
1aBt (Filter 530 my des Leitz-Photometers). Das Abdestillieren der Ketone aus den 
Kulturfiltraten erfolgte nach den Angaben von MUKHERJEE (1951). Von den 25 ml 
Destillat wurden jeweils 2 ml fiir die Farbreaktion verwendet. 

Das Verfahren von TAuFEL, THALER u. HOHNER (1937) wurde insofern etwas 
modifiziert, als das Reaktionsgemisch nicht 15 min in ein kochendes Wasserbad 
eingestellt, sondern rund 100 min bei Zimmertemperatur stehen gelassen wurde; 
man vermeidet so eine im Leeransatz bisweilen auftretende intensive Gelbfarbung. 
Vorversuche hatten gezeigt, daB nach 100 min praktisch bei allen Methylketonen 
ein Grenzwert der Farbintensitaét erreicht war. Die Reaktionsgeschwindigkeit 
nimmt aber mit steigendem Molekulargewicht des Methylketons stark zu; so waren 
nach 15 min langem Stehenlassen von Aceton erst 30, von Methylisobutylketon 50 
und von Methylnonylketon rund 909% der maximalen Farbtiefe erreicht. Da die 
Mehrzahl der spateren Versuche an Laurinsaure (C,.) ausgefiihrt sind, wurde in 
diesem Falle zwecks Zeitersparnis schon nach 15 min die Extinktion gemessen und 
auf 100% umgerechnet. 

Die Kichkurven fiir die Abhangigkeit des Extinktionsmoduls von der Methyl- 
ketonmenge zeigten im Bereich zwischen 1 und 10 «Mol sehr befriedigende Lineari- 
tat (entsprechend z. B. 58—580 wg Aceton und 170—1700 wg Methylnonylketon) ; 
bei Mengen < 0,5 wMol wird das Verfahren wegen des relativ betrachtlichen Leer- 
wertes ungenau. Die molaren Extinktionskoeffizienten variieren etwas mit dem 
Molekulargewicht der Methylketone; so erreichen diejenigen des Methylpropy]l- 
ketons und des Methylisobutylketons nur etwa 80% von demjenigen des Methyl- 
nonylketons. Aceton erreicht sogar nur etwa 50% von dem des letzteren: es ist 
wahrscheinlich, das’ hier Verdampfungsverluste aus der sich durch den Schwefel- 
saurezusatz erhitzenden Reaktionsmischung eintreten; der Erscheinung wurde 
jedoch nicht weiter nachgegangen, da auch beim iiblichen Verfahren die Repro- 
duzierbarkeit der Extinktionswerte ausreichend war. 

Da nur eine begrenzte Zahl von Test-Methylketonen aus dem Handel zur Ver- 
fiigung stand, erfolgte die Auswertung der Fettsiurereihe (S.56f.) in den Fallen, in 
denen das entsprechende Methylketon fehlte, nach der Eichkurve des in der O-Zahl 
jeweils am nachsten liegenden zuganglichen Methylketons; folgende Eichkurven 
wurden fiir die Siuren verschiedener C-Zahl verwendet: fiir C, Aceton, fiir C, 


a fiir Cy und C,) Methylisobutylketon, fiir C,, und C,, Methylnonyl- 
eton. 
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Neben der Methode von Tauren u. THALER wurde auch ein neueres, von BrErR- 
RIDGE, ZIELINSKA u. BARRETT (1953) angegebenes Verfahren der Methylketon- 
bestimmung gepriift, das statt konz. Schwefelsiure konz. Salzsiure verwendet. 
Wegen der rund 9mal geringeren Farbintensitat war die Methode fiir unsere Zwecke 
jedoch nicht ausreichend empfindlich. 


Tabelle 1. Bildung von Methyinonylketon (MNK ) 
in laurinsdurehaltiger (0.3%) Ndhrlosung durch verschiedene Pilze 
nach 4 tdgiger Inkubation bei 28° 


Samm- 
cue ee MNK ees ined MINK 
I. Phycomyceten 
506 Rhizopus japonicus | 30 | 427 Penicillium camemberti 640 
508 AS nigricans 210 | 410 a glaucum 40 
509 % nigricans 120 | 414 5 griseo-fuluum | 45 
513 - tonkinensis 620 | 451 Acaulium albo-nigrescens 0) 
b15 5 chinensis 20 | 621 | Ghocladium sp. 170 
516 nA oryzae 320 | 462 Neurospora crassa 410 
493 Mucor plumbeus 40 | 466 | Sordaria macrospora 420 
496 »,  hiemalis 70 78 ‘ 
521 Absidia glauca 0 . III. Fungi imperfecti 
27 Phycomyces blakesleeanus 0 | 583 | Botrytis cinerea 530 
536 Cunninghamella elegans 20 | 588 | Oospora lactis 0 
600 Trichoderma koningt 250 
II. Ascomyceten 602 | Dematium pullulans 0 
311 Aspergillus niger 680 | 612 | Cladosporium sp. 370 
333 af oryzae 300 | 627 | Alternaria tenwis 0 
339 3 fumigatus 260 | 633 5 solani 0 
343 a glaucus 80 | 642 | “7 gossy pina 30 
352 7 flavus - 40 | 666 | Fusarium niveum 70 
—— of sp. 360 | 670 rs semitectum 190 
402 Penicillium roqueforti 30 | 672 x sambucinum 0 
— - " 460 | 674 Pa solani 0) 
Versuchsergebnisse 


1. Verbreitung des methylketonbildenden Fettsdureabbaus 


Um einen Uberblick zu gewinnen, wurde bei 38 verschiedenen Pilzen, 
die auf der frither angegebenen Nahrlésung mit Laurinsaure als ein- 
ziger C- Quelle geziichtet wurden, nach 4tagiger Inkubation bei 28° eine 
Methylketonbestimmung im Destillat der Kulturlésung durchgefihrt. 
Ein sichtbares Mycelwachstum war nach dieser Zeit noch nicht ein- 
getreten. 

Man erkennt aus der Tab.1, in der nur Werte > 50 yg Methylketon 
als sicher positiv zu betrachten sind, dab keineswegs nur — wie bisher 
anzunehmen nahe lag — bei Aspergillaceen, sondern allgemeiner bei 
Ascomyceten, Phycomyceten und Fungi imperfecti Methylketonbildung 
aus Fettsauren erfolgen kann, jedoch in sehr unterschiedlichem MaBe und 
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nicht bei allen Arten der gleichen Gattung. Immerhin scheinen — auch 
nach dem beschrankten Material der Tab.1 — gewisse Gattungen (wie 
Rhizopus, Aspergillus und Penicillium) grundsatzlich mehr methylketon- 
bildende Vertreter zu stellen als andere (z. B. Alternaria und Fusarium). 
Bemerkenswert ist auch bei den beiden Staémmen von Pen. roqueforti die 
viel grdBere Leistung der frischisolierten Kultur gegeniiber dem alten 
Laboratoriumsstamm (402). 

Was die quantitativen Verhaltnisse der Methylketonbildung in bezug 
auf das eingesetzte Substrat anbetrifft, so ist zu beriicksichtigen, daB sich 
die bestimmten Methylketonmengen auf 1/12,5 des Gesamtansatzes be- 
ziehen. Sie wiirden daher 90/12,5 = 7,2 mg Laurinsaure entsprechen. Bei 
Beriicksichtigung des Molekulargewichtsverhiltnisses Laurinsaure/Me- 
thylnonylketon von 200/170 wiirden auch im giinstigsten Falle nur etwas 
iiber 10° der eingesetzten Laurinsiure als Methylketon erfat worden 
sein. 


2. Zeitlicher Gang der Methylketonbildung 

6 gute Methylketonbildner der Tab.1, namlich Rhiz. tonkinensis, Asp. 
niger, Pen. camemberti, Sord. macrospora, Neurosp. crassa und Botr. 
cinerea wurden ausgewahlt und in eine Reihe von jeweils zwei Parallel- 
ansaitzen mit Laurat-Nahrlésung von px 6,2 eingeimpft. Am 3., 4., 5., 7., 
10. und 14. Tage nach der Beimpfung wurden die in je einem Ansatz ge- 
bildeten Mengen an Methylnonylketon bestimmt (Abb.1; bei Rhiz. 
tonkinensis und Asp. niger sind die Originalwerte, bei den iibrigen Pilzen 
Mittelwerte aus den beiden Parallelansitzen wiedergegeben). 

In jedem Falle ist ein Maximum der Methylketonbildung etwa am 
7. Tage zu beobachten. Auftreten und Verschwinden des Methylketons 
geht dabei nicht gleichmaBig vor sich, jedoch ist der Verlauf auch nicht so 
ausgeprigt zickzackformig, wie das bei den Untersuchungen von THALER 
u. GEIST (1939a) an Pen. glaucwm oft der Fall gewesen war. In Uberein- 
stimmung mit diesen Autoren steht wieder die Beobachtung, daB® das 
Maximum der Methylketonbildung stets vor Erscheinen eines deutlich 
sichtbaren Mycels auftrat. 

Da in der orientierenden Versuchsreihe der Tab.1 die Methylketon- 
bildung am 4.Tage, also vor Erreichung des Maximums, bestimmt worden 
war, erschien es notwendig, die Methylketonbildung derjenigen Pilze, die 
am 4. ‘Tage ein negatives oder unsicheres Ergebnis (< 50 ug MNK) ge- 
liefert hatten, erneut zu pritfen. Tab. 2 (8.56) enthalt das Ergebnis der Ver- 
suchsreihe, in der bei einigen der Pilze die Methylketonmenge am 3., 4., 
7.und 10. Tage, bei der Mehrzahl jedoch nur am 4. und 7. Tage bestimmt 
wurde. 

Beim Vergleich von Tab.2 mit Tab.1 ist zu erkennen, da sich bei den 
Phycomyceten und den Fungi imperfecti mit ganz wenigen Ausnahmen 


ee. 
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(z. B. Rhiz. chinensis) nichts Wesentliches an den friiheren Ergebnissen 
andert, da also die in Tab.1 als negativ oder héchstens schwach positiv 
befundenen Pilze tatsachlich keine oder nur sehr schlechte Methylketon- 
bildner sind. Etwas anders verhalt es sich mit den Aspergillaceen: hier 
erreichen zum mindesten alle Penicillien recht gute Werte, reichliche 
Methylketonbildung tritt bei ihnen nur relativ langsamer ein. 
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Abb. 1. Bildung von Methylnonylketon (MNK) aus Laurinsdure gars 
6 verschiedene Pilze in Abhingigkeit von der Inkubationszeit bei 28 


3. py-Hinflup 
In den Untersuchungen von THALER u. Mitarb. war ein starker Kinflu8 
der Wasserstoffionen-Konzentration auf die Metbylketonbildung durch 
Pen. glaucum festgestellt worden (THALER u. Grist 1939a, b, THALER wu. 
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Tabelle 2. Methylketonbildung (in ug) aus Laurinsiure durch die negativen oder 
unsicher positiven Organismen der Tab.1 in Abhdngigkeit von der Inkubationszeit 


(in Tagen) 

ane zs cdl jet a: 4 7 10 14 

Pilz a Seen | 
Rhiz. japonicus 10 35 60 70 | 30 
5 chinensis = 40 160 | — = 
Mucor plumbeus 20 45 95 | 35 | 20 
Absidia glauca = 0 10 | — —- 
Phyc. blakesleeanus — 0 0 | — | oe 
Cunningh. elegans | — 30 65 = — 
Asp. flavus | 0 35 60 5 0 
Pen. roqueforti 0 30 215 340 160 
>» glaucum — DOD ee a0 Sitien —_ 
» griseo-fuluum | — 30. -| 285 ae — 
Acaul. albo-nigrescens | 0 10 Oa _ — 
Oospora lactis — 0 0 — | = 
Demat. pullulans —- 0 40 | = — 
Altern. tenuis 0 0 45 | 60 20 
» solani 10 | 60 60 7 — 
» © gossypina — | 30 Oveae — | — 
Fusar. sambucinum —_ tv) On — | — 
> solani — | 15 45 | = = 


ErsENLonR 1941). Es wurden daher Versuche dieser Art mit 4 verschiede- 
nen Pilzen (Rhiz. tonkinensis, Pen. camemberti, Neurosp. crassa und Botr. 
cinerea) angestellt. Die tibliche laurinsiurehaltige Nahrldsung wurde in 
Portionen auf resp. py 3,0, 5,0, 6,0, 7,0 und 8,0 gebracht und nach Be- 
impfung am 3., 5., 7., 10. und 14. Tage die Menge des bei 28° gebildeten 
Methylketons bestimmt. In Abb.2 sind wieder Mittelwerte je zweier 
Parallelansaitze angegeben. 

Der Abbildung ist zu entnehmen, daB Rhiz. tonkinensis und Neurosp. 
crassa die bei weitem groBten Methylketonmengen zwischen pp 5 und 6 
bilden. Bei Pen. camemberti und Botr. cinerea erweitert sich der optimale 
Bereich auf py 5—7. 

Diese Ergebnisse stimmen mit den von THALER u. Gust (1939 a) bei Pen. glaucum 
an Laurinsaure erhaltenen nur teilweise tiberein; die Autoren stellten zwar oberhalb des 
Neutralpunktes (py 7,5—8,5) eine nur schwache Methylketonbildung fest, fanden 


aber andererseits einen optimalen Bereich zwischen py 3 und 5. Die Ursache der 
Diskrepanz bei im tibrigen gleichen Versuchsbedingungen ist nicht ersichtlich. 


4. Hinflup der Linge der Fettstéiurekette 


Zur Klairung dieser Frage, die von THALER u. Mitarb. sowie MUKHER- 
JEE nicht systematisch bearbeitet worden war, wurden die zur py-Reihe 
verwendeten Pilze in Nahrlésungen von py 6 geimpft, die die geradzahligen 
Fettsiuren (0,3%) von C, bis Cy, (Butter-, Capron-, Capryl-, Caprin-, 
Laurin-, Myristin- und Palmitinsaure) enthielten. Nach 2,4,7 und 10 Tagen 
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wurden wieder die gebildeten Methylketonmengen nach den frither 
(S.52) erwaihnten Hichkurven ermittelt und diesmal in Mol ausgedriickt. 

Abb.3 (8.58) zeigt, daB bei allen vier untersuchten Pilzen das—schonnach 
_ 4 Tagen erreichte — Optimum der Methylketonbildung bei der Butter- 
siure liegt; ein zweites, erst nach 7 Tagen erreichtes Optimum liegt bei 
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Abb. 2. Bildung von Methylnonylketon (MNK) aus Laurinsiure 
durch 4 verschiedene Pilze in Abhiingigkeit vom pm der Niahrlosung 


der Laurinsaure (C,,), was bei Rhizopus und Neurospora deutlicher er- 
kennbar ist als bei Penicillium und Botrytis. Auffallend ist der jahe Ab- 
fall der Methylketonbildung auf 0 beim Ubergang von Myristinsaure auf 
Palmitinsaure ; letztere wurde daher nicht in die Abbildung eingezeichnet. 
Da® dieser Abfall nicht durch ein Absinken der Dehydrase-Aktivitat 
mit steigender C-Zahl bedingt ist, werden Befunde der II. Mitteilung 
dieser Reihe belegen. 

Die rasche Erreichung maximaler Methylketonbildung bei den niederen 
Fettsauren (C, und C,) rihrt wahrscheinlich daher, da diese gut lés- 
lichen Substrate besonders leicht in die Zellen eindringen. Die 
Vermutung, dafi die bei gleicher Gewichtskonzentration héhere molare 
Konzentration der niederen Fettsiuren (z. B. 0,034 m-Buttersaure 
gegen 0,015 m-Laurinsiiure) bei deren starker Methylketonbildung 


58 W. FRANKE und W. HEINEN: 


eine Rolle spiele, wird durch Befunde MuKHERJEES (1952 a) widerlegt, 
wonach die Acetonbildung aus Butyrat (bei px 6,5) bei Konzentrations- 
steigerung von 0,01 auf 0,04 m nur um 5°%, zunimmt. 
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Abb, 38. Methylketonbildung durch 4 verschiedene Pilze 
in Abhiingigkeit von der Kettenliinge der eingesetzten Fettsiure 


Die kleinsten Methylketonmengen entstehen aus den mittleren Fett- 
siuren (Cg, C9), was vermutlich auf deren bekannte toxische Wirkung, 
die u.a. auch gegentiber Schimmelpilzen beobachtet wurde (Wyss, Lup- 
wid u. JOINER 1945, Lern u. LErN 1950, MGLLER-STOLL 1951), zuriickgeht. 

Auffallend ist die geringe Aktivitét des untersuchten Neuwrospora- 
stammes; die aus Laurinsiure gebildete Methylketonmenge (1,8 «Mol = 
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306 wg) ist gegeniiber den fritheren Versuchen (Abb. 1 und 2) auf weniger 
als die Halfte abgesunken. Da die Versuche mit den verschiedenen Fett- 
sauren einige Monate nach denen der Abschnitte 1—3 ausgefiihrt wurden, 
liegt offenbar eine — vielleicht durch die Vorziichtung auf fettsdurehaltiger 
Nahrlésung beschleunigte — ,,Degeneration™ vor. Ein solches N achlassen 
in bestimmten physiologischen Leistungen tritt bei Laboratoriums- 
staémmen aber oft auch ohne ersichtlichen Grund innerhalb kurzer Zeit- 
raume ein (vgl. FRANKE u. Tana 1952, FRANKE u. DE Bor 1958). 


Zusammenfassung 


1. Ein Fettsiureabbau zu Methylketonen, der bisher nur fiir Asper- 
gillaceen bekannt war, wurde allgemeiner, jedoch nicht ubiquitar bei 
Phycomyceten, Ascomyceten und Fungi imperfecti verbreitet gefunden. 
Die aktivsten Methylketonbildner stellten die Gattungen Rhizopus, 
Aspergillus, Penicillium, Neurospora, Sordaria, Botrytis und Clado- 
sporium. 

2. Das Maximum der Methylketonbildung aus Laurinsaure tritt nach 
4—7tiigiger Inkubation bei 28° auf. Das py-Optimum liegt im schwach 
sauren Gebiete (px 5—7). Von den geradzahligen Fettsauren liefert 
Buttersiure (C,) am meisten und am raschesten Methylketon (Aceton), 
von den héheren Fettsauren (langsamer) die Laurinsaéure (Cj). Relativ 
schwach ist die Methylketonbildung bei den Sauren Cx und C,,; sie fehlt 
bei Sauren oberhalb C,,. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 
beihilfe, dem Verband der Chemischen Industrie fir Mittel zur Literatur- 
beschaffung. 

Literatur 


AcKitn, O.: Biochem. Z. 204, 253 (1929). — BEADLE, G. W.: Physiol. Rev. 25, 
643 (1945). — Berripce, N. J., M. Zretivska u. J. Barrett: J. Sci. Food. Agric. 
4, 472 (1953). — Coprock, P. D., V. SupramanzaM u. T. K. WALKER: J. chem. Soc. 
(Lond). 1928, 1422. — Franke, W.., u. W. pr Borr: Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem., 
im Druck. — Franke, W., u. H. Fresse: Handb. Pflanzenphysiol. 7, 137. Berlin, 
Gottingen, Heidelberg 1957. — Franke. W., u. E. M. Tana: Chem. Ber. 85, 913 
(1952). — Frins, N., u. H. M. Yuser: Physiologia Plantarum 8, 852 (1955). — 
Hatter, A., u. A. LASSIEUR: CG. r. Acad. Sci. Paris 150, 1013 (1910a); 151, 
697 (1910b). — Ler. J., u. P.S. Lew: J. Bact. 60, 185 (1950). — MUKHERJEE, 
S.: Arch. Biochem. 33, 364 (1951); 35, 23 (1952a); 35, 34 (1952 b). — 
Miitter-Stott, W. R.: Arch. Mikrobiol. 15, 454 (1951). — STARKLE, M.: 
Biochem. Z. 151, 371 (1924). — Srern, A. M., Z. J. ORDAL u. H. O. HALVORSON: 
J. Bact. 68, 24 (1954). — Sroxon, W. N.: Biochem. J. 22, 80 (1928). — TAUFEL, Kes 
u. H. Tuarer: Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 212, 256 (1932a). — Chem. Ztg. 56, 
265 (1932 b). — TAUFEL, K., H. Taaver u. H. HOHNER: Z. Untersuch. Lebens- 
mitt. 74, 119 (1937). — TAUFEL, K., H. Taater u. M. LOwENECK: Fettchem. Um- 
schau 48, 1 (1936), — THater, H., u. W. Ersentour: Biochem. Z. 308, 88 (1941). — 
TraLer, H., u. G. Geist: Biochem. 7. 302, 121 (1939) ; 802, 369 (1939 b). — Wyss, 
O., B. J. Lupwie u. R. R. Jorner: Arch. Biochem. 7, 415 (1945). 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 31, 8. 60—67 (1958) 


(Aus dem Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz der Universitat 
Gottingen) 


Uber den Einflu8 von Chinonoximbenzoylhydrazon 
auf das Wachstum von Bacillus subtilis * 


Von 
W. H. FUCHS und H. METZ 


Mit 6 Textabbildungen 
(Hingegangen am 28. Juli 1958) 


Chinonoximbenzoylhydrazon (HON = C,H, = N—NH—CO—C, H;) 
(COBH) gehort zu einer Reihe von Verbindungen (PETERSEN u. Mitarb. 
1955), die bei damit gebeizten Pflanzen einen guten Schutz gegen boden- 
biirtige Keimlingskrankheiten bewirken, welche durch sonst schwer be- 
kaimpfbare Pilzgruppen verursacht werden; dagegen erweisen sie sich in 
vitro gegentiber Pythium spp. und anderen Pilzen, die als Ursache dieser 
sogenannten Auflaufschiden in Frage kommen, nur als minimal fungi- 
toxisch. Die Wirksamkeit dieser Verbindungen ist offenbar an die Gegen- 
wart der Pflanze gebunden, in deren Hypokotyl die Beizwirkung per- 
sistent wird (FROHBERGER 1956). Dieses eigentiimliche Verhalten ver- 
anlaBte uns, die Reaktionsweise von COBH und ahnlichen Stoffen unter 
verschiedenen Bedingungen im Plattentest gegen Bac. subtilis zu unter- 
suchen. AnlaB zur Wahl dieses Verfahrens waren frihere, unveréffent- 
lichte Versuche von Mrtz,in welchen sich der Plattentest mit Bakterien 
zu Untersuchungen tiber Wirkstoffe der Thiuram-Gruppe als brauchbar 
erwiesen hatte. Der tibliche Plattentest wurde dabei so abgewandelt, daB 
die Testorganismen gleichzeitig dem Einfluf des Wirkstoffes und der 
Pflanzensubstanz ausgesetzt waren. 

Methodik: 10 ml Fleischextrakt-Pepton-Agar [1% der iblichen Konzentration, 
namlich 0,1°/) Fleischextrakt, 0,15°/, Pepton aus Casein (Merck), 2°/, Agar] wurden 
bei 50° C mit Bacillus subtilis' aus 48 Std alter Kultur in Fleischextrakt (0,3°/,)- 
Pepton(0,5°/))-Lésung beimpft und in Petrischalen (@ 8 em) ausgegossen, nach dem 
Erstarren sofort zum Test verwendet, bei 26° C bebriitet und nach 24 Std ausge- 
wertet. 

Soweit Pflanzensubstanz in die Versuche einbezogen wurde, wurde entweder 
frisches Blatt- oder Stengelmaterial im Mérser mit Quarzsand zu Brei zerrieben und 
im Lochtest verwendet oder ein wiBriger Extrakt aus getrockneten und pulveri- 
sierten Blattern und Stengeln dem Nahrboden zugesetzt oder im Scheibchen- oder 
Lochtest gepriift. 

* Vergleichende Priifung von 22 verschiedenen Bakterienarten und -stimmen 
hatte ergeben, daB 11 Arten die hier beschriebene Reaktion zeigten, Bac. subtilis 
sich aber als besonders giinstiger Testorganismus eignet. 

* Herrn Professor Dr. Dr. h. c. RrpeEL zum 70. Geburstag. 
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Die Applikation der Wirkstoffe! erfolgte nach 3 verschiedenen Verfahren : 

1. Durch Einbringen (oder -tropfen) der Loésung bzw. Suspension in 
ausgestanzte Locher der Platte (Lochtest). 

2. Durch Auflegen von Scheibchen (@ 5mm) von Wirkstoffagar (Wirk- 
stofflésung oder -Suspension, verfestigt mit 2°/, Agar) auf die Platten 
(Scheibchentest). 

3. Durch Zusatz der entsprechenden Wirkstoffmengen bei der Zu- 
bereitung der Bakterienplatte (Wirkstoffplatten). 

Das Wachstum von Bac. 
subtilis wird durch 5- 10-3 
mol COBH und _ geringere 
Konzentration in keinem 
der 3 Testverfahren  sicht- 
bar beeintrachtigt. Werden 
aber z.B.Stengelquerschnitte 
von Erbse oder Tomate auf 
wirkstoffhaltige Platten auf- 
gelegt, so entsteht um diese 
ein deutlicher Hemmbhof. 
Gleiches ist der Fall, wenn 
im Loch- oder Scheibchen- 
test fein zerriebenes Blatt- 
oder Stengelmaterial in Ab- 


standen von 2—10 mm vom = 
. : : 3 Abb. 1. Testplatte mit Bac. subtilis auf wirkstofffreiem 
Applikationsort des Mittels Nihrboden. Oben und unten links: Lécher mit Erbsen- 


hinzugefigt werden. Abb. 1 blattbrei; unten rechts: Loch mit 10~* mol COBH. 
zeigt deutlich, wie aus- 
schlicBlich auf den Flachen, in welchen sich die Diffusionsfelder 
von Wirkstoff und Pflanzensubstanz iiberschneiden, das Bakterien- 
wachstum unterbleibt. Der UmriB~ der  meist verhaltnismahig 
scharf abgegrenzten ,,polarisierten™ Hemmhéfe weist auf die entschei- 
dende Bedeutung der aus der Pflanzensubstanz herausdiffundierten 
Stoffe fiir die Aktivierung des Wirkstoffes hin. Auf Wirkstoffplatten ent- 
stehen naturgema8 konzentrische Hemmhiéfe um die Pflanzensubstanz, 
umgekehrt werden um Wirkstoffscheibchen oder -Lécher Hemmzonen 
sichtbar, wenn dem Nahrboden Pflanzenextrakt zugesetzt wird. 

Unter den eingangs beschriebenen Bedingungen laBt sich dieser Effekt 
in allen 3 Testverfahren beliebig reproduzieren. Das gelingt auch, wenn 


1 COBH ist in Wasser sehr schlecht léslich, die angewandten Konzentrationen 
lagen meist oberhalb der Loslichkeitsgrenze; im Lochtest wurden also Suspensionen 
verwendet, wahrend Wirkstoffagar durch ungelostes COBH getriibt war. Obwohl so 
gesittigte Losungen vorlagen, wurde die Wirksamkeit durch Erhohung des nicht 
gelésten Anteils weiter verstirkt. 
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Agar durch Kieselgel ersetzt oder anstelle des Fleischextrakt-Pepton- 
Nahrbodens ein synthetischer Nahrboden ( (1°/, Glucose, 0,1°/9 Kalium- 


monophosphat, 0,05 


Abb. 2. Wirkstofftestplatte mit Bac. 
Bild: 5+ 10°-° mol COBH in der 
LO-> ‘aol COBH in der Platte. In beiden Bildern oben und 


subtilis. a oberes 
Platte. b unteres Bild: 


links unten Erbsenstengelbrei, unten rechts 5 - 10-3 mol 

COBH. Die bei geringer COBH-Konzentration um den 

Brei gebildete Wachstumszone wird durch zusiitzliche 
COBH-Gabe ausgeléscht 


0/, Magnesiumsulfat, 0,05°/o Natriumchlorid, 0,05°/, 


Ammonnitrat, Spur Eisen- 
sulfat, pH etwa 7,0) ver- 
wendet wird. Der Durch- 


messer der Hemmhofe hangt 
jedoch (abgesehen von der 
Konzentration, der Léslich- 
keit und Diffusionsfahigkeit 
verschiedener gepriifter Wirk- 
stoffe) vor allem von der 
Konzentration der Nahrstoffe 
in den Testplatten ab. So ist 
der Hemmhof auf dem tib- 
lichen Fleischextrakt (0,3°/9)- 
Pepton (0,5°/,)-Agar geringer, 
als auf dem empfohlenen 
Substrat. 

DieAbhangigkeit der Hem- 
dem Verhaltnis 
zwischen Nahrstoffmenge 
und Wirkstoffkonzentration 
wird bei der Prifung von 
Konzentrationsreihen beson- 
ders deutlich. Bei der Prii- 
10-> mol COBH 
nach Verfahren 3 treten im 
Diffusionsfeld der Pflanzen- 
substanz (Abb. 2a) ringfor- 


mung von 


fung von 


Hemmzonen auf, die 
eine Zone geforderten Wachs- 
tums umschlieBen. Neben 
den Stoffen, die den Wirkstoff 
aktivieren, treten naturge- 
maB Bakteriennahrstoffe in 
das Diffusionsfeld 
begtinstigen 
seinem 


mige 


aus und 
allem in 
Teil das 
Bakterienwachstum. Dieser 
Kinflu8 tiberwiegt dort die 


vor 
inneren 


Hemmung durch das aktivierte COBH, die erst in dem duReren, nicht 
mit zusatzlichem Nahrstoff versorgten Teil des Diffusionsfeldes in 
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typischer Weise in Erscheinung tritt. Der auBere Durchmesser des 
Hemmringes von etwa 5mm (gemessen vom AuBenrand des mit 
Pflanzensubstanz beschickten Loches) entspricht dem eines Hemmhofes, 
der unter gleichen Bedingungen auf Platten entsteht, die mit 5 - 10~° mol 
COBH. beschickt wurden, und der offensichtlich der maximalen Aus- 
breitungsfahigkeit der aktivierenden Pflanzensubstanz entspricht. Der 
bei 10-> mol COBH noch deutlich sichtbare Hemmring kann dadurch 
in einen Hemmhof umge- 
wandelt werden, dal im 
Abstand von etwa 8mm von 
dem mit Pflanzensubstanz 
beschickten Loch ein Wirk- 
stoffscheibchen (5- 10-3 mol 
COBH) zusiatzlich aufgesetzt 
wird (Abb. 2b). Aus diesen 
Befunden lat sich auch die 
Erfassungsgrenze bei der hier 
beschriebenen Versuchsan- 
ordnung festlegen. Eindeu- 
tige Hemmhéfe werden bis 
zu 5:-10-> mol COBH er- 
halten. Hemmringe, die durch 
zusatzliche Wirkstoffgabe , 
e A By Abb. 3. Wirkstoff (5-10-> mol COBH)-Testplatte mit 
tiber Scheibchen zu Héfen Bac. subtilis mit Ascorbinsiiurezusatz. Oben links und 
entwickelt werden k6onnen, unten Mitte: Erbsenstengelbrei. Oben rechts und unten 
‘ links u. rechts: 0,1°/, Ascorbinsiure. Die COBH- 
entstehen noch bei 10~° mol Hemmung wird durch Ascorbinsiiure kompensiert 
(gleich 2,4 - 10~*). 

Eingehendere Untersuchungen tiber den Mechanismus, der dem geschilder- 
ten Zusammenwirken von Pflanzenstoffen mit COBH zugrundeliegt, waren 
uns bisher nicht méglich. Aus einigen Testversuchen ergibt sich folgendes: 

1. Obgleich bei der Priifung verschiedener dem COBH strukturell 
nahestehender Kérper sich zeigte, da} Wirkstoffe von hoherer Wasser- 
lslichkeit in unterschiedlichem Ausma auch ohne Zusatz von Pflanzen- 
substanz das Bakterienwachstum hemmen kénnen, ergab sich kein An- 
haltspunkt dafiir, dai die Aktivierung von COBH im Diffusionsfeld der 
Pflanzensubstanz auf eine Lésungsvermittlung zuriickzufiihren ist; denn 
aktivierende Pflanzensubstanz verstirkt unabhangig vom Ausma der 
Kigenwirkung auch den Effekt besser wasserléslicher Wirkstoffe. Die 
Hemmwirkung tritt deutlich auch in solchen Konzentrationen von COBH 
in Erscheinung, bei denen dieser Stoft vollstandig gelést ist, und 1aBt sich 
durch den Zusatz von Dimethylformamid als Lésungsvermittler zum 
Nahrboden (das in den erforderlichen Konzentrationen von Bac. subtilis 


vertragen wird) praktisch nicht verandern. 
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2. Auf Grund der Molekiilstruktur von COBH liegt es nahe, die Akti- 
vierung auf reduktive Veranderungen zurtickzuftihren (PETERSEN 1955). 
Die méglicherweise abspaltbare Benzoesaure erweist sich in aquivalenter 
Menge als inaktiv. COBH-Verwandte mit anderen Acylresten verhielten 
sich dem COBH ahnlich. Um den Einflu8 oxydierender und reduzierender 
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Abb.4. Der Hinflu®B des Zusatzes von ,,Pflanzenextrakt** auf die O.-Aufnahme von Bac. subtilis in 
wirkstoffhaltigen Kulturen (16 Std alte Kultur; ,,Pflanzenextrakt* neutralisiert; Zugabe 60 min nach 
Versuchsbeginn) 


| Hauptgefaib | Seitenarm 
Kurve 1 | Wasser | Wasser 
Kurve 2 Wasser Extrakt 
Kurve3 | 10-* mol COBH | Wasser 
Kurve 4 | 10-* mol COBH. Extrakt 
Kurve 5 5° 10-4 mol COBH Wasser 
Kurve 6 5°10-*mol COBH | Extrakt 


Substanzen abzutasten, wurden im Mehrlochtest auf Wirkstoffplatten in 
verschiedenen Abstaénden von der Pflanzensubstanz entsprechende 
Stoffe zugefiigt. Wider Erwarten unterblieb in Gegenwart reduzierender 
Substanzen (z. B. 0,1°/) Ascorbinsiure, Abb.3, 8.63) die Ausbildung des 
Hemmhofes. Dieser wurde dagegen vergréBert und verstarkt, wenn 
Oxydationsmittel geboten wurden, z.B. eine Aufschwemmung von 
0,1—1°/, Mn O,. Allerdings sei vorerst offengelassen, ob in diesen Testen 
der Wirkstoff oder die aktivierende Pflanzensubstanz veraindert wurde. 
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3. Zur naheren Kennzeichnung der eigentiimlichen Wechselwirkung 
von Pflanze und Wirkstoff wurde der Gaswechsel von Bac. subtilis unter 
. EinfluB verschiedener Zusatze nach der Warburgtechnik unter- 
sucht. 
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Abb.5. Der HinfiuB eines COBH-Zusatzes auf die O,-Aufnahme von Bae. subtilis 
in , pflanzenextrakt‘‘-haltiger Lésung (Versuchsbedingungen wiein Abb.4; 
Konzentration auf Endvolumen berechnet) 


Hauptgefab Seitenarm 
Kurvel | Wasser Wasser 
Kurve 2 Extrakt Wasser 
Kurve 3 Extrakt 5 - 10-4 mol COBH 
Kurve 4 Extrakt 
(verd. 1:3) 5 - 10-4 mol COBH 
Kurve 5 Wasser 5 - 10-4 mol COBH 


Methodik: Bac. subtilis wurde 16 Std bei 26° C in der tiblichen Fleischextrakt- 
Pepton-Nahrlésung vorkultiviert, die Kultur mit der dreifachen Menge frischer 
Nahrlésung verdiinnt und je 2,7 ml in ein 15 ml Reaktionsgefa8 gefillt. Nach ein- 
stiindigem Wachsen bei 26° C@ wurden aus dem Seitenansatz 0,3 ml Wirkstoff- 
suspension oder Pflanzenextrakt hinzugefiigt. Die Sauerstoffaufnahme wurde bis 


zu 150 min nach dem Ansatz bei 26° C gemessen. 
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In diesen Untersuchungen zeigten sich ahnliche Tendenzen wie im 
Plattentest; bei Zusatz einer entsprechenden Konzentration des Pflanzen- 
extrakts (vgl. Abb. 4, 8.64) wurde nach kurzem Anstieg die O,-Aufnahme 
einer Kultur, die 5: 10-4mol COBH enthielt, gegentiber einer wirkstoff- 
freien Kultur deutlich reduziert. Bei einer Wirkstoffkonzentration von 
10-4mol war dieser Effekt noch schwach erkennbar. Einkippen von COBH 
in eine wirkstoffreie Kultur (vgl. Abb.5) vermindert auch in Abwesenheit 


0 0 60 90 120 min 750 


Abb.6. Wirkung von Zusitzen von ,,Pflanzenextrakt‘‘, KMn0O, (12 ppm) 
und COBH (5- 10-4 mol) auf die 0,-Aufnahme von Bac, subtilis (18 Std alte Kultur; 
Konzentrationen bezogen auf Endvolumen) 


Hauptgefais Seitenarm 
Kurve 1 Extrakt + Wasser Wasser 
Kurve 2 Extrak + KMn0O, Wasser 
Kurve 3 Extrakt +- Wasser COBH 
Kurve 4 Extrakt + KMn0, COBH 


von Pflanzenextrakt die O,-Aufnahme. In Gegenwart geringer Extrakt- 
mengen ist diese Wirkung aber wesentlich verstarkt. Erhéht man die 
Extraktmenge auf das 3fache, so iiberwiegt im Vergleich zu dem Ver- 
haltnis extraktfreier Kulturen der férdernde Nahrstoffeffekt des Extrakts 
bereits die Hemmung. Letzteres zeigt wiederum deutlich das Wechsel- 
spiel zwischen Nahrstoffen und Aktivierungsstoff, welche in der Gas- 
wechseluntersuchung nicht wie im Plattentest durch Diffusion in ihrer 
Wirkung getrennt werden kénnen. Es wiirde hier zu weit fiihren, die sich 
hieraus wie aus unvermeidlichen Unterschieden in der Vorkultur und im 
physiologischen Zustand der Testbakterien sich ergebenden Schwierig- 
keiten fiir Gaswechseluntersuchungen niiher zu erértern. Es sei lediglich 
in Abb. 6 gezeigt', da auch die verstirkende Wirkung von Oxydations- 


* Herrn TrvrEserc danken wir fiir die Durchfiihrung dieses Versuches. 
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mitteln (hier 12 x 10-4 °/, KMn O,) in Gegenwart von Pflanzenextrakt die 
COBH-Wirkung starker zum Ausdruck bringt. 

Die beschriebenen Versuche geben zwar einige Hinweise auf Deutungs- 
moglichkeiten fiir die Wege der Beizwirkung durch COBH, lassen aber 
natiirlich keine endgiiltigen Schliisse auf das Zusammenspiel von Wirk- 
stoff, lebender Pflanze und abzuwehrenden Parasiten zu. Immerhin mag 
erwahnt sein, daB mit etwas abgedinderter Methodik die hier am Verhalten 
von Bac. subtilis geschilderten Ergebnisse auch mit Pythium spp. erhalten 
werden kénnen. Eine eingehendere Diskussion mu an anderer Stelle 
erfolgen. 

Fir ahnliche Untersuchungen iiber die Wirkung natiirlicher und 
synthetischer bakteriostatischer und fungistatischer Stoffe scheint uns 
aber der Befund nicht unwesentlich zu sein, daB das Ausmafi der insbe- 
sondere durch Plattenteste verschiedener Art feststellbaren Hemmungen 
nicht nur vom Verhaltnis der Konzentration von Wirkstoff und 
Nahrsubstrat, sondern auch vom Vorhandensein und der Konzentration 
weiterer, oft fiir sich allein unwirksamer Stoffe abhangt. 


Den Bayerwerken danken wir verbindlichst fir Unterstiitzung unserer Unter- 
suchungen. 
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(Aus dem Hygiene-Institut der Universitat Bonn) 
Zur Organisation des Zellkerns von Bacillus megaterium* 


Von 
P. GIESBRECHT und G. PIEKARSKI 


Mit 8 Textabbildungen 
(Eingegangen am 20. Juni 1958) 


Cytologische Untersuchungen an Bakterien hatten ergeben, daB die 
Desoxyribonucleinsiure (DNS) in morphologisch definierten Korpern 
vorliegt, die sich gesetzmaBig teilen und die gleiche Kontinuitat besitzen, 
wie sie den Zellkernen héher organisierter Zellen zukommt. 


Lichtmikroskopische Untersuchungen zur Feinstruktur der sogenannten Nucleoide 
erbrachten wegen des begrenzten Auflésungsvermégens der optischen Systeme 
keine allgemein anerkannten Ergebnisse (vgl. Dr Lamarer 1956, Roprnow 1956a), 
so daB die Frage unentschieden bleiben muBte, ob diese Strukturen einen Zellkern 
(DeLamatsEr, vel. 1954a, 1956, Kwaysr, vgl. 1954, 1955, 1956), ein Nucleoid 
(PIEKARSKI 1937, Bisset 1957), ein funktionelles Kernaiquivalent (PrEKARSKI 1950), 
ein Chromosom (RoprInow 1944) bzw. ein Chromosomenpaar (GuHA et al. 1954, 
Bisset, vgl. 1955) oder gar ein Gen (PELS-LEUSDEN und FREYMARK 1956) reprasen- 
tieren. Roprnow (1956) schlug daher vor, den schon vielfach benutzten indifferenten 
Begriff Chromatinkérper (,,chromatin-bodies‘‘) wieder aufzugreifen. 

Elektronenmikroskopische Untersuchungen zum Feinbau der DNS- 
haltigen Strukturen der Bakterien mit Hilfe der Diinnschnitt-Methode — 
seit den ersten Untersuchungen von BAKER u. PEASE (1949) liegen fast 
50 einschlagige Publikationen vor — fiihrten bisher nicht zu einheitlichen 
Ergebnissen. PIEKARSKI u. GIESBRECHT (1956) waren jedoch zu der Auf- 
fassung gekommen, da die in den sog. Kernvacuolen von Bac. megaterium 
nachgewiesenen fidigen Strukturen die elektronenmikroskopischen Aqui- 
valentbilder der chromosomalen Strukturen der Bakterienkerne darstellen, 
die in einer Kerngrundsubstanz liegen und dadurch vom Cytoplasma 
deutlich abgegrenzt werden. 

Diese Auffassung blieb nicht ohne Widerspruch (RoBINow 1956b, 
PREuUSSER, SCHLOTE u, RrprEL-BaLDEs 1957). Es zeigte sich auch, daB 
schon in Abhangigkeit von der Priiparationsmethode unterschiedliche Er- 
gebnisse auftreten konnen. Daher erschien es uns von groBter Bedeutung, 
den Zellkern einer héher organisierten Zelle als Vergleichsobjekt heran- 
zuziehen. Wir wahlten dafitr den Chromosomenkern des Dinoflagellaten 
Amphidinium elegans, da dieser offenbar eine typische Interphase nicht 
ausbildet (GRELL 1956), und die Chromosomen auch in unfixierten Zellen 
stets deutlich erkennbar bleiben (Abb. 1). Damit hatten wir den fiir diese 


* Herrn Professor Dr. A. RrpeEL zum 70. Geburtstag. 
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Fragestellung auBerordentlich giinstigen Sonderfall eines Zellkerns vor 
uns, der gleichzeitig ein ideales ,,;Chromosomen-Modell darstellt; denn 
hier lassen die Chromosomen als solche im Vergleich zu den Chromosomen 
héher organisierter Zellen nur einen relativ geringen Formwechsel 
erkennen, wobei wohl vor allem die véllige Entspiralisierung der Chro- 
mosomen ausbleibt. Dadurch wurde die Untersuchung an unserem 
Vergleichsobjekt gleichsam auf Chromosomen beschrankt, die quasi per- 
manent im _ ,,Mitose-Zu- 
stand“ verharren, so dah 
damit die Méglichkeit ge- 
geben war, durch die Pra- 
paration —hervorgerufene 
Veranderungen weitgehend 
als solche zu erkennen und 
diese von den wechselnden 
Kernzustanden zu differen- 
zieren. 

Zwischen unserem Bak- 
terienmodell Bac. mega- 
terium und dem Dinoflagel- 
laten-Kern schien uns auch 
insofern eine Parallele zu 
bestehen, als sich die Feul- 
gen-positiven Strukturen 
der Bakterien — zumindest 
in der  logarithmischen 
Wachstumsphase — wahr- : : 
scheinlich niemals in einer Abb. 1. Amphidinium elegans. LM. 
eigentlichen Ruhephase be- 
finden. Schon in den ersten orientierenden Schnitten durch die Chromo- 
somen des Dinoflagellaten lieBen sich z.B. verschiedene Erscheinungs- 
formen fadiger Strukturen darstellen, die mit denen der Bakterien 
morphologisch durchaus vergleichbar erscheinen (vgl. GIESBRECHT 1957). 
In Fortfiihrung dieser Arbeiten wurde versucht, die Natur der chromo- 
somalen Strukturen genauer zu analysieren; itber einen Teil dieser Unter- 
suchungen wurde bereits von GIESBRECHT (1958) berichtet. 


Untersuchungstechnik 


Zellen der log-Wachstumsphase von Bac. megaterium, die hier ausschlieBlich zur 
Diskussion stehen sollen, wurden durch Kultur in Peptonbouillon (2,5°/, Pepton; 
0,5°/, NaCl; px 7,2) erhalten und entweder mit 1°/,OsO, in isotonischem Veronal- 
acetat-Puffer nach Ss0sTRAND bei px 7,2 oder in einem isotonischen OsO,-K,Cr,0,- 
Gemisch (19/) 0804; 19/p KgCr.0, ; 2,5°/) Saccharose ; Px 6,7; vgl. Daron 1955, Wout- 
FAHRT-BOTTERMANN 1957; GRELL u. Woutraurt-BoTrERMANN 1957) 1 Std lang 
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, . Seek. : ; A ainaee 
fixiert und die entwiisserten Zellen nach Kontrastierung mit Phosphorw eat si 
und Uranylacetat nach Wouiranrt-BorreERMANN (1957) in Methacryla 
eingeschlossen. 


Abb. 2b. Amphidinium elegans, sehr dicker Schnitt. P-EM. 


Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden mit dem 75 kV Philips- 
Elektronenmikroskop (P-EM) und dem Siemens-Elektronenmikroskop Typ 100d 
(S-EM) durchgefiihrt. 

Herrn Prof. Eyer haben wir fiir die Uberlassung des Philips-Gerates, fiir die 
Aufnahmen mit dem Siemens-Elektronenmikroskop Herrn Dozent Dr. WoHLFAHRT- 
BorrERMANN zu danken. 
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Higene Befunde 
In Diinnschnitten durch Bacillus megaterium lieBen sich, insbesondere 
nach Anwendung einer isotonischen Osmium-Chrom-Fixierung, in der 
sogenannten Kernvacuole (,,Kerngrundsubstanz**) Strukturen darstellen, 


Abb. 4. Bac. megaterium, Diinnschnitt. S-EM. 


die den Eindruck von Schraubenanschnitten erweckten. Um nach Még- 
lichkeit den réumlichen Aufbau dieser Strukturen analysieren zu kénnen, 
wurde unter Verzicht auf optimale Aufloésung eine solche Schnittdicke 
angestrebt, die gerade noch durchstrahlt werden konnte (Abb. 2a), weil 
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Serienschnitte allein nicht immer hinreichende Informationen liefern 
kénnen (vgl. Hitter u. Gerrner 1950; WILLIAMS u. KALLMAN 1955). 

In solchen Schnitten stellte sich der Inhalt der ,,Kkernvacuole von 
Kernen, die sich nicht teilen, als groBe Schraube mit bis zu 5 Windungen, 
einem Durchmesser von etwa 1000 A und einer Fadendicke von etwa 300 A 
dar. Aber auch in relativ diinnen Schnitten konnten dann Teile der 
Schraube mit Sicherheit erkannt werden (Abb. 3). Bei manchen Schnitten 


Abb. 5. Bac. megateriwn, Diinnschnitt. S-EM 


erwies sich die GroBschraube deutlich als ,, Doppelschraube™, wobei beide 
offenbar wie um eine gemeinsame Achse gewunden erscheinen und auf 
diese Weise das Bild von zwei ineinandergeschobenen GroBschrauben 
vermitteln (Abb. 4). In manchen Querschnitten lieBen sich daher auch 
zwei angeschnittene Faden darstellen; gelegentlich waren aber auch vier 
Anschnitte erkennbar (Abb. 5). 

In einigen besonders gut aufgelésten Aufnahmen zeigte sich dariiber 
hinaus, daB die GroBschrauben von Bac. megaterium selbst hochgeordnete 
Strukturen darstellen und anscheinend aus schraubenférmigen Struktu- 
ren von makromolekularer GréBenordnung aufgebaut sind (Abb. 6). Be- 
sonders deutlich lieB sich diese vorerst als ,,Kleinschraube‘S bezeich- 
nete — Struktur auch in solchen Kernen beobachten, deren GroB- 
schrauben durch noch unbekannte Einwirkungen zum Teil stark aufge- 
lockert waren, so da die Baueinheiten der Kleinschraube deutlicher 
erkennbar wurden (vgl. Abb. 7). Die Anzahl der Windungen der Klein- 


schraube muB auf Grund von Auszihlungen in einer GroBschraube iiber 
100 betragen. 
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Die GroBschraube des Bakterienkerns, wie wir sie in relativ dicken 
Schnitten darstellen konnten, hat anscheinend ihre Parallele in der groB- 
schraubigen Struktur der Chromosomen des Dinoflagellaten, wie wir sie 


Abb. 6. Bac. megateriwm, Ditnnschnitt. S-EM 


in entsprechend dicken Schnitten erhielten (Abb. 2b). Dartiber hinaus 
zeigte sich zwischen Bakterien und Dinoflagellaten eine bemerkenswerte 
weitere Parallele; denn auch die oben beschriebene Kleinschraube bei 
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; , : Pte, eat Megha re ar 
Bac. megaterium stimmt unter gleichen Praparationsbedingungen in Fo 

und Gro8enordnung mit den entsprechenden von GRELL u. WOHLFARTH- 
BorrerMann (1957) dargestellten Feinstrukturen der Dinoflagellaten- 


Abb. 7. Bac. megaterium, Diinnschnitt. S-EM 


oe 


Abb. 8. Bac. megaterium, Diinnschnitt. S-EM 


Chromosomen iiberraschend gut iiberein, wie wir in eigenen Unter- 
suchungen bestitigen konnten. 

Die oben beschriebene GroBschraube entspiralisiert sich offenbar im 
Laufe der Kernteilung (Abb. 8; vgl. auch Abb. 2a). Dieses bemerkenswerte 
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Verhalten der GroBschraube findet anscheinend wiederum seine Parallele 
in dem Formwechsel der hier vergleichend untersuchten Dinoflagellaten- 
Chromosomen; denn nach GRELL u. WOHLFARTH-BOoTTERMANN (1957) 
werden lichtmikroskopischen Untersuchungen zufolge auch hier die 
schraubigen Chromosomen wahrend der Kernteilung mehr oder weniger 
entspiralisiert, so da} die Autoren von einem ,,invertierten Formwechsel 
der Chromosomen sprechen. 

Die Ubereinstimmung zwischen den Bakterienkernen und den Dino- 
flagellaten-Chromosomen geht sogar so weit, daf beide unter abge- 
wandelten Praparations-Bedingungen prinzipiell gleichartige Veran- 
derungen aufweisen. Diese Veriinderungen des Kernmaterials bestehen 
z. B. in einer Zerfaserung der Grofschraube von Bac. megaterium. 
Danach diirften diese noch aus fadigen, parallel zu ihrer Langsachse an- 
geordneten Untereinheiten aufgebaut sein (GrESBRECHT 1957, SCHLOTE 
1958). Ahnliche Langszerfaserungen treten auch bei den Chromosomen 
der Dinoflagellaten auf, doch soll auf Einzelheiten in diesem Zusammen- 
hang nicht eingegangen werden. 

Es sei jedoch soviel erwahnt, daB es bei der iitblichen Fixierung mit 1°/jiger iso- 
tonischer Osmium-Lésung in Veronalacetat-Puffer nur selten gelang, die Fein- 
strukturen des Bakterienzellkerns stabil zu erhalten. Das Cytoplasma und die 
Zellwand erwiesen sich jedoch gegeniiber Veriinderungen durch die Fixierungs- 
mittel, den py-Wert oder das Ionen-Milieu als relativ bestandig. Bei Bac. mega- 
terium kénnte jedenfalls nicht davon die Rede sein, da — wie vielfach angenom- 
men — der Erhaltungszustand des Cytoplasmas gleichsam einen Indicator fiir den 
Gesamterhaltungszustand der Zelle darstellt. Wurde jedoch an Stelle der iiblichen 
OsO,-Fixierung eine isotonische OsO,-K,Cr,0,-Fixierung angewendet, so lies sich 
zwar das Kernmaterial bei einem wesentlich gréferen Prozentsatz der einge- 
betteten Bakterien stabilisieren; es war jedoch bisher noch nicht zu verhindern, 
daB bei unseren sehr zahlreichen Priparationen ganze Chargen aus noch ungeklar- 
ten Griinden Zerstérungen aufwiesen. 

In vereinzelten Fallen wies der Kern einen zentralen K6érper auf, wie 
er schon von KELLENBERGER u. RyTER (1955, 1956) sowie von SPIEGEL- 
MAN et al. (1958) beschrieben wurde. Uber die Natur dieser Korper laBt 
sich aber vorerst keine Aussage machen. 


Diskussion 


Die in den dargelegten Befunden miteinander verglichenen Mikro- 
organismen, der Dinoflagellat Amphidinium elegans und das Bacterium. 
Bacillus megaterium, enthalten Feulgen-positive Kérper, wobei es sich 
bei den Dinoflagellaten mit Sicherheit um Chromosomen handelt. Beide 
Feulgen-positiven Kérper weisen jedoch nicht nur hinsichtlich ihrer Mor- 
phologie, sondern auch bei ihrer Teilung und sogar in ihrem Verhalten 
gegeniiber verandernden Praparationsbedingungen auffallende Uberein- 
stimmungen auf (vgl. Tabelle). Daher sind wir der Ansicht, daB hier zwei 
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einander weitgehend entsprechende Strukturen vorliegen, d. h. daB jede 
__Kernvacuole® von Bac. megaterium offenbar ein einziges Chromosom mit 
anscheinend zwei oder méglicherweise auch entsprechend mehr Chromatiden 
enthalt. 

Diese Deutung wiirde tiberraschend gut durch die bereits im Jahre 1951 
publizierten, aber bisher nur wenig beachteten Untersuchungen von 
Marsuak (1951a, b) gestiitzt, der aus ultraschallzerstérten Zellen von 


Tabelle 
Bac. megaterium | Amphidinium elegans 
Feulgen-positive Kérper| 
liegen vor als _ GroBschrauben Gr oBschrauben 
Feinbau der Feulgen- "Kleinsehrauben t in makro- Kleinschrauben in makro- 
positiven Strukturen molekularer GréBen- molekularer Gréfen- 
ordnung | _ordnung 
» Ruhekern“‘ “vollstandig spiralisierte | vollstandig spiralisierte 
GroBschrauben GroBschrauben 
Kernteilung offenbar Entspiralisierung Ww wahrscheinlich Entspira- 
der GroBschrauben lisierung der Grob- 
schrauben — 
Interphase -bisher nicht bekannt nicht bekannt 
Reaktion auf veran- Zerfaserung der GroB- Zerfaserung der GroB- 
dernde Praparations- schrauben schrauben 
| 
methoden | 


H£. coli schraubige Gebilde (,,chromonemata‘, ,,chromosomes**) isolieren 
konnte, die er vor allem auf Grund ihrer auBeren Gestalt mit Chromo- 
somen vergleicht. Die GréBenangaben fiir diese Strukturen liegen zwar 
iiber den gleichartigen Strukturen von Bac. megaterium, doch lassen sich 
die Werte im Hinblick auf die unterschiedlichen Praparationsmethoden 
nicht ohne weiteres miteinander vergleichen. Dagegen bestehen hinsicht- 
lich der Windungszahl sowohl der GroBschraube als auch der Klein- 
schraube weitgehende Ubereinstimmungen (5,7 bzw. 106 bei 2. coli und 
5 bzw. mehr als 100 bei Bac. megaterium). Dadurch bekommen auch die 
Befunde von Marsnak die ihnen zukommende Bedeutung (vgl. dazu 
auch Abb. 8a bei BRADFIELD 1956). 

Damit wird auch bestétigt, da die von uns beschriebenen Zerfaserun- 
gen der Chromosomen bei den Bakterien wie bei den Dinoflagellaten wohl 
weitgehend als préparationsbedingt angesehen werden diirfen (vgl. dazu 
KELLENBERGER u. RyTerR 1955, 1956, Nroxtowrrz 1957, PrEusSER et al. 
1958, PREUSSER 1958). Diese Auffassung wird noch durch die Befunde von 
SPIEGELMANN et al. (1958) gestiitzt, die aus isolierten Zellkernen von 
Bac. megaterium fidige Elemente Sasiithen konnten, die wir fiir die 
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vollstandig entspiralisierten GroBschrauben halten mdéchten; sie be- 
richten auBerdem auch tiber ganz entsprechende ,,Zerfaserungen“. 
(Allerdings geben diese Autoren ihren Befunden eine von unserer Auf- 
fassung abweichende Deutung.) 

Aus allen diesen Uberlegungen ergibt sich, da8® offenbar nicht allein 
der Erhaltungszustand des Cytoplasmas (siehe oben) oder die Feinheit 
der dargestellten Elemente, sondern vor allem die Hohe des Ordnungs- 
grades der untersuchten Zellstruktur als Indicator fiir die Giite des Erhal- 
tungszustandes gelten sollte. 

Diese Auffassung fiihrte uns schon bei einem friiheren Stand unserer 
Untersuchungen dazu, die etwa 300 A starken Faden wnd nicht das fein- 
fadige ,,Kernmaterial‘ in der ,,Kernvacuole™ fiir real zu halten. Wir 
deuteten sie zunachst als ,,chromosomale Strukturen“ (PIEKARSKI u. 
GresBREcHT 1956); diese chromosomalen Strukturen diirften nicht 
etwa mit mehreren Chromosomen (PoNTIERI 1956), sondern nur mit 
Teilen der einen mehr oder weniger spiralisierten Chromosomen-GroB- 
schraube identisch sein. Die von Maauor u. BIRCH-ANDERSEN (1956) 
beschriebenen ,,tubular structures“ stellen vielleicht durch die Prapara- 
tion verainderte, entspiralisierte GroBschrauben dar. 

Mit unserer Auffassung, daB der Kern von Bac. megateriwm ein Chromosom ent- 
halt, stehen auch andere Befunde in Einklang. So treten unter Einwirkung des 
stark toxisch wirkenden ,,Vitalfarbstoffs“ Acridinorange bei Bac. megaterium 
»Verklebungen’ zwischen je zwei Feulgen-positiven Kérpern unter Bildung 
,axialer Kerne auf (GresBRECHT 1957), wie sie in ganz ahnlicher Weise Po- 
LITZER u. STOCKINGER (1954) bei Salamander-Larven unter Acridinorange erhielten 
und ebenfalls auf ,,Verklebungen der Chromosomenaufenzone untereinander“‘ 
zuriickfiihrten. Auch die Abhangigkeit des Spiralisierungsgrades der Chromosomen 
vom Ionen-Milieu und dem pg-Wert teilen die Chromosomen hoher organisierter 
Zellen mit denen der Bakterien (vgl. auch WHITFIELD and Murray 1956). Vielleicht 


ist das Bakterienchromosom deshalb so empfindlich und labil, weil es anscheinend 
nicht durch eine typische, doppelt konturierte Kernmembran wie bei hoher organi- 


sierten Zellen geschitzt ist. 

Uber den Teilungsmodus lassen sich endgiiltige Aussagen noch nicht 
machen. Die vorliegenden Strukturbilder machen es zunachst wahr- 
scheinlich, daB eine Verdoppelung des Kernmaterials im Stadium zwi- 
schen zwei Kernteilungen auftritt. Diese Deutung wiirde gut mit den 
Befunden von Lark u. Maator (1956) tibereinstimmen, die bei Sal- 
monella typhimurium eine Verdoppelung des DNS-Gehalts der Zellen in 
diesem Kernzustand beschrieben haben. Diese Beobachtung stimmt 
wiederum gut iiberein mit den Verhaltnissen bei héher organisierten 


Zellen. 


Uber die Verteilung der DNS im Chromosom lassen sich keine endgiiltigen Aus- 
sagen machen. Wollte man die relativ groBen Mengen an DNS morphologisch unter- 
bringen, so miissen sie bei einer Fadendicke von 20 bzw. 40 A infolge ihrer auBer- 
ordentlichen Lange entweder schraubig aufgewunden oder gefaltet vorliegen. 
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Abnliche Uberlegungen haben bereits AMBROSE u. GoPAL-AYENGAR (1953), AM- 
BROSE (1956) sowie MAaLgE u. BrrcH-ANDERSEN (1956) angestellt. 

Die wihrend der Kernteilung offenbar erfolgende Entspiralisierung 
der Bakterien-Chromosomen und das gleichsinnige Verhalten der Chro- 
mosomen der Dinoflagellaten fiihrt uns zu dem SchluB, daB der Kern- 
teilungsmodus bei Bakterien ebenfalls als ,,invertierter Formwechsel” 
der Chromosomen aufgefaf&t werden darf, wie es bei den Dinoflagellaten 
bereits GRELL u. WoHLFAHRT-BoTTERMANN (1957) beschrieben haben. 
Dieser Formwechsel schlieBt mit Sicherheit aus, da ein Mitosecyclus 
ablauft, wie er von DrLamarer (1954a, 1956) auf Grund von licht- 
mikroskopischen Befunden schematisch dargestellt wurde; denn eine 
Spiralisierung wahrend der Teilung und ein vdllig entspiralisierter Inter- 
phasekern stehen ganz im Gegensatz zu unseren Befunden. Auch die 
Chromosomenzahl von Bac. megaterium, die DE LAMATER mit 3—6 an- 
gegeben hat, 1aBt sich mit unseren Befunden nicht in Einklang bringen. 
Dagegen ist sehr wahrscheinlich, da die von ihm dargestellten Struk- 
turen mit mehr oder weniger entspiralisierten Chromosomen oder Chro- 
mosomenteilen identisch sind, die insbesondere dann auftreten, wenn 
infolge von Veranderungen im Stickstoff-Kohlenstoffverhaltnis des Nahr- 
bodens eine ,,Umschaltung des Stoffwechsels der Zellen eintritt (vgl. 
Rosinow u. Hannay 1953, Roprnow 1956a, GIESBRECHT 1957). 

Eine Klarung der Frage nach dem Kernteilungsmodus der Bakterien mit Hilfe 
von Colchicin ist schon von verschiedenen Autoren versucht worden. Wahrend aber 
Colchicin bei Pflanzenzellen seine Wirkung schon in Konzentrationen von weniger als 
0,01°/, entfaltet, waren bei Bakterien solche bis zu 5°/) notwendig (Dm LamaTER 
1954b, De Lamater et al. 1953, 1955), um ,,polyploide Kerne“ zu erzeugen. Diese 
Colchicinmengen, wie sie z. B. auch bei der Chlorophyceengattung Oedogoniwm 
(2°/)) zur Auslésung von C-Mitosen erforderlich sind, wirken wohl nicht mehr spe- 
zifisch mitosehemmend, sondern liegen wahrscheinlich bereits ,,iiber der die Zelle 
ganz allgemein schidigenden Konzentration (TscHERMAK 1943). Daher erscheint 


es fraglich, ob die Colchicinversuche tiberhaupt wesentliche Aufschliisse iiber den 
Teilungsmechanismus des Zellkerns der Bakterien bieten kénnen. 


Es erhebt sich nun die Frage, ob es sich bei den hier diskutierten 
Strukturen um einen echten Zellkern handelt, wie wir schon friiher an- 
genommen haben, oder um ein ,,nacktes‘‘ Chromosom. Nun gilt als 
weitgehend anerkannt, daB am Aufbau des Zellkerns wenigstens vier 
Strukturelemente beteiligt sind, namlich Chromosomen, Kerngrund- 
substanz, Nucleolus und Kernmembran. Von diesen vier Anteilen des 
Zellkerns haben wir bisher weder eine typische doppelt konturierte Kern- 
membran noch einen Nucleolus nachweisen kénnen. Die typische Kern- 
membran scheint uns zunichst kein unentbehrlicher Kernbestandteil zu 
sein. Abgesehen davon, daf eine solche auch bei dem Dinoflagellaten 
A. elegans bisher nicht nachzuweisen war, erscheint sie uns auch deshalb 
nicht unbedingt erforderlich zu sein, weil sie méglicherweise kaum 
wichtigere Funktionen zu erfiillen hat als die eines mechanischen Schutzes 
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fiir den wohl wesentlichsten Teil der Zelle, den Chromosomenapparat. 
Dafir spricht, da die Membran bei Kernen héher organisierter Zellen — 
zumindest in einigen Fallen — eine relativ grobe regelmaBige Perforation 
aufweist. 

Was den Nucleolus betrifft, so scheint er bei den héher organisierten 
Zellen vielfach ein regelmaBiger Bestandteil des Zellkerns zu sein. Doch 
kann er z.B. bei den Protozoen eine recht wechselnde Auspragung er- 
fahren, so da z.B. Grety (1956) nicht mehr ausschlieBlich vom Nucleo- 
lus, sondern auch von Nucleolarsubstanz spricht, die sogar fehlen oder 
jedenfalls abgebaut sein kann. Der morphologische Nachweis eines 
Nucleolus im Zellkern kann daher keine unabdingbare Forderung mehr 
- sein, zumal der Nucleolus in typischer Ausbildung hauptsachlich in 
echten Interphasekernen zu finden ist, die bei Bac. megatervwm — wenig- 
stens wahrend der log. Wachstumsphase — offenbar nicht vorliegen. 
Hinzu kommt, da&B als wesentlichste Substanz des Nucleolus bzw. 
der Nucleolarsubstanz die RNS gilt; diese aber wurde kiirzlich von 
SPIEGELMAN et al. (1958) bei Bac. megateriwm zu einem auffallend hohen 
Prozentsatz in isolierten Zellkernen festgestellt (Verhaltnis DNS: RNS: 
HiweiB (151: 3) 

Aus dieser Uberlegung heraus ergibt sich, daB nicht alle bisher als charak- 
teristisch angesehenen Bauelemente eines Zellkerns, némlich die Chromo- 
somen, die Kerngrundsubstanz, der Nucleolus und die doppelt kontu- 
rierte Kernmembran, vorhanden sein miissen, um ein Zellorganell als 
Nucleus anzuerkennen. Auf Grund obiger Darlegungen ware deshalb 
folgende Definition eines Zellkerns vorzuschlagen: Als Nucleus gilt das 
in Einzahl notwendig vorhandene Organell vermehrungsfihiger Zellen (oder 
,,Energiden) mit der Fihigkeit zu identischer Reduplikation, das in 
morphologischer Hinsicht zwmindest ein oder mehrere Chromosomen als 
Trager genetischer Funktionen in der gegen das Cytoplasma deutlich ab- 
gegrenzten Kern-Grundsubstanz, in chemischer Hinsicht wenigstens DNS, 
RNS und Eiweif enthialt. 

Diese Definition beriicksichtigt vor allem die vielfaltigen Kernverhalt- 
nisse bei den Protozoen und stellt nur noch die allein als wesentlich an- 
gesehenen Kennzeichen eines Zellkerns in den Vordergrund, ohne dabei 
den Kernen hoher organisierter Zellen Zwang anzutun. Die cytologischen 
Befunde, die wir bei Bac. megaterium erheben konnten, fiigen sich ohne 
Schwierigkeiten in diese Definition ein. Danach diirfte auch Bac. mega- 
ferium einen echten Nucleus besitzen und damit wohl den Organismus 
mit dem einfachsten Kerntyp und mit der geringsten Chromosomenzahl 
darstellen, der gleichzeitig wahrscheinlich die kleinsten Chromosomen 
aufweist, die bisher im Pflanzen- und Tierreich bekannt geworden sind. 


Es sei ausdriicklich darauf hingewiesen, dafs wir Bac. megateriwm urspriinglich 
als ,,Bakterienmodell* ansahen. Es liegen aber keine Griinde dafiir vor, diese 
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Bakterienart fiir einen Sonderfall zu halten; vielmehr diirfte sicher sein, daf bei 
anderen Eubakterien ganz ahnliche cytologische Verhaltnisse herrschen; dafir 
sprechen vor allem auch die Befunde von Marswak (1951a, b) bei Z. coli. 

Mit dieser Erkenntnis wiirde sich der Kreis der bisher bekannten 
Chromosomen-tragenden Organismen um einen wesentlichen Bereich 
erweitern, und es bestanden zwischen der Zelle der hoheren Organismen 
und der Bakterienzelle keine prinzipiellen Unterschiede mehr. Das 
wiirde weiterhin bedeuten miissen, daB die bisher an den DNS-haltigen 
Strukturen der Bakterien erhaltenen Ergebnisse als Ergebnisse an 
Chromosomen anzusehen sind. Dabei erhebt sich vor allem die Frage, ob 
die bisher auf Bakterien beschrankten als ,,Sonderfalle angesehenen 
Erscheinungen, wie z. B.der Phagenwirkung, der Transformation und der 
Transduktion, moglicherweise geeignet sind, allgemeine Aussagen tiber 
die Chromosomennatur zu vermitteln. 


Zusammenfassung 

Vergleichende Untersuchungen an Diinnschnitten durch Bacillus 
megaterium und den Dinoflagellaten Amphidinium elegans lieBen folgende 
Aussagen tiber die Struktur des Kernmaterials der Bakterien zu: 

1. Bac. megaterium enthalt zwischen zwei Kernteilungen in der vom 
Cytoplasma umgebenen Kerngrundsubstanz je ein einziges vollstandig 
spiralisiertes Chromosom mit anscheinend zwei oder entsprechend mehr 
Chromatiden, wobeidie Chromosomenschraube selbst wiederum einen offen- 
bar schraubigen Aufbau in makromolekularer GréBenordnung aufweist. 

2. Bei der Teilung der Chromosomen von Bac. megaterium erfolgt 
ebenso wie wahrscheinlich bei dem Dinoflagellaten eine Entspiralisie- 
rung, so da man wohl auch bei Bakterien von einem ,,invertierten 
Formwechsel™ der Chromosomen sprechen kann. 

3. Ausgehend von den vielfaltigen Kernverhaltnissen bei den Proto- 
zoen wird eine Kerndefinition vorgeschlagen, die nur noch die als un- 
bedingt notwendig angesehenen Kernanteile in den Vordergrund stellt. 
In diese Definition fiigen sich die bei Bac. megaterium vorgefundenen 
cytologischen Verhaltnisse zwanglos ein und stiitzen die damit schon friiher 
vertretene Auffassung von der Existenz eines echten Zellkerns bei Bakterien. 

4. Es werden in diesem Zusammenhang prinzipielle Uberlegungen zur 
Beurteilung des Erhaltungszustandes ultradiinner Schnitte angestellt. 

Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 


gemeinschaft durchgefiihrt. Den medizinisch-technischen Assistentinnen Fraulein 
I. Konn und Fraulein E, G6prertr danken wir fiir ihre Mitarbeit. 
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Uber die Beeinflussung niederer Erdphycomyceten 
durch Flechten* 


Von 
R.HARDER und E. UEBELMESSER 


(Eingegangen am 4. Marz 1958) 


Bei den Untersuchungen iiber die Haufigkeit der Chytridineen und anderer nie- 
derer Erdphycomyceten haben sich auferordentlich groBe Unterschiede zwischen 
den einzelnen Arten ergeben (vgl. z. B. Soprern 1941, GAERTNER 1954, HARDER u. 
UEBELMESSER 1955, u.a.). Uber die Ursachen dafiir wissen wir noch nicht viel;. 
zu denken ist an verschiedene Vermehrungsintensitaét, unterschiedliche Resistenz. 
gegen verschiedenste ungiinstige AuBenfaktoren u. a.m. Zu den beeinflussenden. 
Faktoren kénnten an entsprechenden Standorten u. U. wohl auch Ausscheidungen. 
von Flechten gehoren. 


Nachstehend soll daher kurz iiber das Vorkommen niederer Erd- 
phycomyceten an Standorten mit Flechten sowie tiber den Einflu8 von. 
Flechtenzusaitzen zu Kéderansaitzen von Erdproben mit bekanntem Ge- 
halt an niederen Boden-Phycomyceten berichtet werden. 


1. Methodik 
Das auf seinen Phycomycetengehalt zu untersuchende Material wurde in der* 
iiblichen Weise (vgl. z. B. SourcEL 1941, GAERTNER 1954) in Petrischalen in Wasser” 
aufgeschwemmt und mit Kédern (Pinus-Pollen, Ameisenpuppen, Lein- und Hanf- 
samen, Fliegenbeine und -fliigel, Cellophanstiickchen, Kuhhaare und Krabbenchitin) 
beschickt. Die K6der wurden nach 5, 10 und 20 Tagen durchmikroskopiert. 


2. Pilzgehalt des Bodens unter Flechten 


Bei der Bekéderung von Erde, die unter drei alpinen Flechten heraus- 
gekratzt worden war, wurden in 25 Ansitzen héchstens Fadenpilze und 
nur in einem einzigen Fall Karlingia rosea festgestellt. An nahegelegenen 
flechtenfreien Standorten kamen mehrere niedere Phycomyceten vor. 

Ebenso wenig positiven Erfolg hatte ein Versuch, bei dem der Boden wnter Géttinger’ 
Flechten zusammen mit zerkleinerten Stiicken der Flechte selbst im Wasser aufge- 
schwemmt und bekédert wurde. Von jeder Flechte (Pertusaria spec., Physcia spec.,. 
Lecanora spec. und zwei nicht bestimmte Krustenflechten) wurden drei Ansiitze, 
im ganzen also 15, gemacht. Bei Pertusaria und Lecanora entwickelten sich auf 


den Kédern in je einem Fall septierte Hyphen, und bei einer der Krustenflechten. 
trat einmal ein Olpidiwm auf. 


Die Flechten scheinen also die Entwicklung der Pilze in der Natur 
stark zu unterdriicken. 


* Herrn Professor Dr. A. RirrEL zum 70. Geburtstag. 


Beeinflussung niederer Erdphycomyceten durch Flechten 83 


3. Einflu8 von Flechtenzusitzen zu Bodenproben 
von Nichtflechtenstandorten mit niederen Erdphycomyceten 

Die Erdmengen unter Flechten sind meistens sehr sparlich, so daB es 
schwierig ist, die fiir die Bekoderungsansatze erforderlichen Mengen zu 
bekommen. Deshalb wurde bei der Fortsetzung der Versuche Erde an- 
derer Herkunft mit bekanntem Gehalt an niederen Erdphycomyceten 
benutzt; sie wurde normal aufgeschwemmt und bekédert, aber zusatz- 
lich mit 1 ccm in der Reibschale zermérserter Flechten versetzt. 

a) Flechtengemische. Bei den ersten Versuchen wurden natiirliche 
Flechtengemische verwandt, so wie sie in der Natur durcheinander- 
gewachsen waren. Das J. Gemisch enthielt in der Hauptmasse (mehr als 
50%) Parmelia caperata und auBerdem P. scortea und P. dubia. Im 
II. Gemisch dominierte P. physoides gegeniiber P. sulcata und Evernia 
prunastri, und im III.Gemisch war P. scortea die vorherrschende Art 
neben P. caperata und P. dubia. 

Die in der Reibschale zerriebenen Gemische wurden zu folgenden 
Bodenproben hinzugesetzt: 1. Erde aus dem Botanischen Garten in Gét- 
tingen. In den Kontrollansatzen ohne Flechten fanden sich in ihr Olpi- 
dium pendulum, Rhizophydium sphaerotheca, Rh. subangulosum, Rh. car- 
pophilum, Phlyctochytrium biporosum, Ph. n. sp. REINBOLDT, Karlingia 
rosea und Novakowskiella elegans. Die 2. Erdprobe stammte aus Afrika 
(GAERTNER 1954, Nr. 108WA); aus ihr wurden in den Kontrollen heraus- 
gekédert Olpidium pendulum, Rhizophydium globosum, Rh. sphaero- 
theca, Rh. carpophilum. Rh. spec. 1, Rh. spec. 2, Phlyctochytriwm 
africanum, Ph. spec. 2a, Karlingia rosea und Allomyces arbuscula. Die 
3. Erdprobe war ebenfalls aus Afrika (GAERTNER, Nr. 182 SA) und ergab 
in den Kontrollen Olpidium pendulum, Rhizophydium sphaerotheca, 


meee” ea Tabelle 1. Zahl der Arten niederer Erdphyco- 
aeeercene wud “Karlinged myceten in drei verschiedenen Bodenproben mit 
rosea. Die Ansitze wurden und ohne Zusatz von Flechtengemischen 

nur je einmal gemacht. 


Die Zahl d er sich au f den Flechtengemisch| Boden 1 Boden 2 Boden 3 
leek ae Dam (C7 a een I SS oe NT 

K6édern ansiedelnden Pilze I 4 | y) 2 

wurde durch den Zusatz der woe < : : 

Flechtengemische stark her- 

abgesetzt (Tab. 1). Von den  Kontrolle | 8 10 5 


8 Arten der Géttinger Garten- 
erde traten im Mindestfall nur 2 Arten auf, von den 5 Arten des einen 
afrikanischen Bodens blieben nur 2 tibrig und von den 10 der anderen 
afrikanischen Erde wurde nach Zusatz von Flechtengemisch IT sogar nur 
eine einzige Art wiedergefunden. 

Die drei Boden enthielten, wie gesagt, nicht die gleichen Pilze. Nur 
3 Arten waren in ihnen allen vorhanden, namlich Olpidiwm pendulum, 

6* 
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Rhizophydium sphaerotheca und Karlingia rosea. Von ihnen war K arlingia 
rosea am empfindlichsten; sie trat in keinem der Kéderansatze mit 
Flechtengemischzusatz mehr auf (Tab. 2). 

Rhizophydium sphaerotheca kam noch in vier der neun Kombinationen zur Ent- 


wicklung. Olpidiwm pendulum wurde noch aus fiinf der Ansitze wieder heraus- 
gefangen, darunter aus allen dreien mit Gemisch Il. Von den Arten, die wenigstens 


Tabelle 2. Wirkung der drei Flechtengemische auf fiinf verschiedene Erdphycomyceten, 
von denen die ersten drei in allen drei Erdproben, die letzten beiden nur in zweren 
vorhanden waren 
—: der Pilz trat infolge des Zusatzes der Flechtengemische nicht mehr auf; +: er 
war noch vorhanden; 0: er fehlte von Anfang an in der betreffenden Erde 


Gemisch I Gemisch IL Gemisch IIT 


Erde Erde Erde 
A i 2 3 1 2 3 1 2 3 


+]/4+/)+/4+]—/+ 


1 Olpidium pendulum sae en 


2. Rhizophydium sphaerotheca. . . ... «| +/+ “il — a 
SUMOTUNG tA O8CH een tee sen te : | — | — 
4. Rhizophydium carpophilum. ... . Be se [Oa PO 75] gas 
5. Phlyctochytrium africanum... .... 0;—{|—]| 0;—|—] O;+ 1+ 


in zwei der Erdproben vorhanden waren, wurden Rhizophydium carpophilum nur 
noch in Gemisch I, Phlyctochytrium africanum nur noch in Gemisch III wieder- 
gefunden. 


Diese besondere Wirksamkeit bzw. Unwirksamkeit gewisser Ge- 
mische diirfte auf Zufall beruhen. Denn in Mischung II, die aufOlpidium 
pendulum wirkungslos war, war der Hauptbestandteil Parmelia physoi- 
des; bei den gleich zu erérternden Versuchen mit Einzelflechten wurde 
Olpidium pendulum aber gerade durch diese Flechte in zweien der drei 
Versuche ausgemerzt. 


Von den Arten, die nur in einem der Béden vorhanden waren, fand sich nur eine 
(Olpidium luxurians) in den Ansiitzen mit zwei Gemischen wieder (I und II), vier 
in denen mit nur einem (namlich Rhizophydium subangulosum, Phlyctochytrium n. sp. 
Rerpotp und Phil. spec. a in Mischung I, sowie Rhizophydium spec. 1 in Mischung 
ILI), die itbrigen traten in den Schalen mit Flechtengemischzusatz tiberhaupt nicht 
wieder auf. Da es sich um seltenere Arten handelt, die auch ohne Flechtenzusatz 
durchaus nicht in jedem Ansatz gefunden werden, so darf man daraus noch nicht 
auf eine besonders hohe Empfindlichkeit gegen die Flechten schlieBen. 


Die samtlichen Erdphycomyceten wurden also durch Flechten- 
gemische stark in ihrer Entwicklung gehemmt. 


b) Hinzelflechten. Nun wurden auch noch Versuche mit Zusatz von Einzel- 
flechten, namlich Parmelia dubia, P. physoides, P. caperata, Cladonia pyxidata, Cl. 
coniocraea und Xanthoria parietina gemacht. Auch in diesen Versuchen wurde die Zahl 
der Pilze reduziert und zwar im Mittel auf 70%, im Extrem auf 50%. Auch hier wirkten 
die Flechten also hemmend, wenn auch nicht ganz so stark wie die Gemische. Darauf 
kann aber kein grofes Gewicht gelegt werden, weil bei der geringen Zahl der 
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Ansatze die Streuung immer sehr grof ist. Die besonders starke Empfindlichkeit 
von Karlingia rosea, die sich in den Versuchen mit den Gemischen ergeben hat, war 
gegeniiber den Einzelflechten nicht ausgepragt. Auch keiner der anderen Pilze zeigte 
eine besonders starke Empfindlichkeit oder auch Widerstandsfahigkeit gegen die Kin- 
wirkung der Flechten. Die Versuche mit den Einzelflechten haben daher keine Hin- 
blicke gegeben, die iiber die schon bei den Flechtengemischen gemachten hinausgingen. 


4, Diskussion 

DaB AuBenfaktoren auf verschiedene Arten niederer Phycomyceten 
verschiedene Wirkung haben kénnen, ist erst in einer noch nicht groBen 
Zahl von Beispielen gezeigt worden. Zu den Faktoren, die fiir solche 
Einfliisse in Frage kommen, gehéren die Salzkonzentration des Mediums 
(GAERTNER 1954, HaRDER u. UEBELMESSER 1955, ScHouz 1958, HOHNK 
1956 IL), extrem niedere Temperatur (Remy 1950), Ausscheidungen von 
Stoffen héherer Pflanzen in den Erdboden (RerypotpT 1951), klima- 
tische, edaphische und jahreszeitliche Verhaltnisse (GAERTNER 1954, 
Harper 1954, Perster1958, H6HnK 19561) u.a.m. Zu ihnen tritt nach 
den vorstehenden Untersuchungen noch eine von Flechten ausgehende 
Wirkung. 

DaB die Flechten sowohl niedere wie héhere Gewachse in ihrer Ent- 
wicklung beeinflussen, ist aus zahlreichen Arbeiten bekannt (z. B. STOLL 
1947, Kiosa 1949, Burziarr 1950, Bustrnza 1951, pEs ABBAYES 1953, 
Scuatz u. Mitarb. 1956). Die vorstehenden Versuche zeigen, dai auch 
die niederen Phycomyceten solchen Hinflissen unterliegen. Wir lernen 
damit also einen weiteren beeinflussenden Faktor kennen, wenn er auch 
wohl sicherlich keine groBe Rolle fiir die Verteilung der in Frage stehen- 
den Pilze in der Natur spielen kann. Sicher ist jedoch, da8 eine Hemmung 
des Wachstums der niederen Erdphycomyceten durch Flechten statt- 
findet. Wie weit dabei die einzelnen Pilzarten besonders empfindlich oder 
auchresistent sind, kann erst durch weitere Untersuchungen geklart werden. 


Zusammenfassung 

Aus dem spirlichen Boden unter Flechten lieBen sich nur in sehr sel- 
tenen Fallen vereinzelte niedere Erdphycomyceten herauskédern. 

Bei Zusatz von zerkleinerten Flechten zu Aufschwemmungen von 
Erdboden mit bekanntem Phycomycetengehalt wurden die hinzugege- 
benen Kéder in sehr viel geringerem MaBe besiedelt als ohne Flechten- 
zusatz. 

Eine besondere Empfindlichkeit bestimmter Pilzarten gegen die von 
den Flechten ausgehende Wirkung konnte nicht ermittelt werden. 
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The Role of Sulfur in the Cell Division of Chlorella* 


By 
Esl HASE, YUJI MoRIMURA, SAYOKO MIHARA and HIROSHI TAMIYA 


With 6 figures in the text 
(Hingegangen am 14. April 1958) 


Introduction 

In our previous work (Hasr, Mormoura and Tamiya 1957) using the 
technique of synchronous culture, modifications of the life cycle of Chlo- 
rella caused by the deficiency of each major element (N, P, Mg, K and 8) 
were studied, and it wasrevealed that the effect of S-deficiency was uniquein 
causing complete cessation of cellular division, i. e., division and separation 
of newly formed daughter cells with the rupture of mother cells. When the 
“dark cells” (smaller and strongly photosynthesizing cells), which had 
been grown in a normal nutrient medium, were further grown synchro- 
nously in an S-deficient medium under photosynthesizing conditions, the 
cells were able to grow to some extent, showing some increase of DNA- 
content followed by the division of nucleus into two. At this stage, how- 
ever, the cells were stalemated, being unable to perform cellular division. 
When such cells were transferred to a medium containing potassium 
sulfate only, further synthesis of DNA and other cellular substances as 
well as the division of nuclei occurred, but the cells remained still incapa- 
ple of performing cellular division. The cellular division of such cells 
could be evoked by supplying to the cells nitrate and sulfate simultane- 
ously under photosynthesizing conditions. It thus became possible to 
separate the processes of nuclear and cellular division by controlling the 
supply of sulfur and nitrogen sources to the cells that had previously been 
made deficient of sulfur. It is the purpose of this paper to describe data 
which were obtained with such experimental arrangement and to present 
evidence showing an important role played by sulfur in the process of 
DNA-formation and nuclear division as well as in the process of cellular 
division of Chlorella. 

Methods 


The experimental organism was Chlorella ellipsoidea, and the culture methods 
used were virtually the same as those reported previously (Tamrya et al, 1953, 
Twamura et al. 1955, Hass et al. 1957 ). The starting material used for the synchro- 
nous culture were “dark cells” of 2.6—3.2 yu in diameter, which had been precultured 


* Professor Dr. Dr. h. c. A. RrppEn zum 70. Geburtstag. 
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with standard (complete) medium! at 25°. The synchronous cultures were run at 
15°—16° with the provision of the light of 10 kilolux in intensity. Except in the 
experiments under CO,-free conditions, the cultures were constantly aerated with 
air containing 5 percent CO,. To determine the quantity of nuclear substances at: 
various stages of cell development, nucleic acids contents of cells were measured by 
the method previously reported (IWAMURA et al. 1955), and in some experiments the 
FEULGEN staining of cells was performed to determine the number of nuclei contained 


in each cell?. 
Experimental Results 
1. Cessation of cell division caused by S-deficiency and its 
resumption in complete medium 


When the ‘dark cells’, precultured in the standard medium, were 
cultured synchronously in an S-deficient medium (with provision of all 
other nutrients as well as CO, and light), they grew up to some extent. 


x]0 70 
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Fig. 1. Cessation of cell division caused by S-deficiency and its resumption in complete medium 


' The standard medium used was of the following compositi i 
n 8 g position; per liter: KNO 
5.0 gm., MgSO, *7H,0 2.5 gm., KH,PO, 1.25 gm., FeSO, - 7H,O 0.003 cit, enon'g 
Ab solution 1 ml, (Arnon 1938). The S-free medium was prepared by replacing 

MgSO, and FeSO, in the standard medium with Mg(NO,), and FeCl,, respectively 
so wy eyes the concentration of corresponding cations remained the same The 
pa Of both standard and S-free media was adjusted to 5.2 iti 
ED shath 8 j 0 5.2 by the addition of 1 NV 

® Exact counting of the number of stained particles (nuclei 
difficult in the case of very small cells. ‘ ack oft aan 
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The cells were, however, incapable of cell division!, whereas the control 
cells grown in the standard medium divided normally after attaining the 
stage of “‘light cells’. The course 

of events occurring in these *2” 
two cases are illustrated in 
Fig. 1. At the 108th hour of 
the culture in the S-deficient 
medium, potassium sulfate was 
added to make the medium “‘com- S-tree medium 
plete”. After an induction period [ae ; 
lasting about 30 hours, the cells ONA-P and PNA -P | «19 
resumed the process of life cycle per cell 
and divided. In this case, however, : 
the size of the cells immediately Del 
prior to the cell division was con- = aa 
siderably smaller than that ob- | 
served in the control experiment. 
The multiplication number, i. e., AL DNA-P and PNA-P | 
the average number of daughter per \iter of 
cells produced from one mother cell suspension —— 
cell, was 6.5, while it was 6.0 in 
the control experiment?. 

By performing a similar experi- 
ment, the change of nucleic acids 
content in cells at various develop- DNA-P and PNA-P in percent 
mental stages was followed (see : of ary weight, 
Fig.2). At the start of S-deficient 2 
culture, there occurred arelatively 
rapid synthesis of both DNA and 
PNA, which came to a stand-still 
after about 10—20 hours. Thelevel 0 
of DNA (per cell) at this stage was ' : a’ 

: 3 E Fig. 2. Changes in nucleic acids contents of cells 
approximately twice as high as grown first in S-deficient medium and later in 
that of starting cells, although complete medium (under photosynthesizing 

conditions) 

the FEULGEN staining revealed 

that each cell contained only one nucleus. On prolonged culture in the 
S.deficient medium, the number of stained particles per cell increased 
~ 4 When the “dark cells” of the dimension larger than 2.6—3.2 j« were used as the 
starting material of S-deficient culture, they divided partially under prolonged 
incubation in S-free medium. This may be due to the situation that the larger ‘“‘dark 
cells” contained a higher amount of sulfur reserve than the smaller ‘dark cells”. 

2 In other experiments, not reproduced here to save space, it was revealed that 
sulfate in a concentration of as low as 10> mole per liter was effective in provoking 
the cell division which had been halted by S-deficiency. 
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to two, while the level of DNA remained practically unaltered; in the 
meantime the level of PNA gradually decreased. At the 108th hour of 
the S-deficient culture potassium sulfate was added to make the medium 
“complete”. After an induction period of about 10 hours, there occurred 
a rapid formation of DNA and PNA and the cell division began at the 
140th hour. The cells produced by the cell division showed somewhat 
higher DNA level (per cell) 
compared with that of starting 
“dark cells’. 


2. Restoration 
of cell-dividing capacity 
of S-deficient cells 
| by subsequent provision 
Light -C0.- enriched or 


: Dark -(02- enriched air 


of sulfate only (under 

non-photosynthesizing 

conditions) 

The S-deficient cells, which 
had been cultured in the 
S-free medium for a sufficient 
length of time, were washed 
three times with distilled 
water and then incubated in a 
medium containing potassium 
sulfate only. As may be seen 
from the results presented in 
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Fig. 3. Suppressing effect of photosynthesis upon the 
resumption of cellular division caused by the supply 
of sulfate to S-deficient cells. The cells grown under 
§-deficient condition were suspended in a solution con- 
taining K,SO, only, and kept under photosynthesizing 


Fig.3, the cells divided rapidly 
under non-photosynthesizing 
conditions (in the absence of 
either CO, or light), but not 


and non-photosynthesizing conditions, respectively under photosynthesizing con- 


ditions (in the presence of both 
CO, and light)!. Analysis of nucleic acids showed that under non- 
photosynthesizing conditions a considerable increase of DNA-content 
(but only a slight increase of PNA) took place prior to the occurrence of 
cell division. The multiplication number obtained under non-photo- 


' In our preceding paper (HAsz et al. 1957) it was reported that the S-deficient 
and non-dividing cells could not divide in the dark even when they were provided 
with complete nutrients, a statement that may appear contradictory to the present 
one. Later experiments have revealed that when the cells were dark-incubated in a 
medium containing nitrate, there occurred a formation and accumulation of nitrite 
in the medium, and that nitrite exerted an inhibitory effect upon the process of cell 


division. The phenomenon observed in our earlier work might have been caused by 
this effect of nitrite. 
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synthesizing conditions was about 4, and the resulting daughter cells 
showed a DNA-level (per cell) approximately equal to that of starting 
“dark cells’. The cells which were made incapable of cell division under 
photosynthesizing conditions showed appreciable growth in cell size 
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Fig. 4. Restoration of cell-dividing capacity of S-deficient cells by subsequent provision of sulfate and 

nitrate only (under photosynthesizing conditions). Starting material used was S-deficient cells, which 

were successively resuspended in media containing sulfate plus nitrate or sulfate alone or nitrate alone 
as indicated. See text for full explanation 


during the period of incubation’. By microscopic observation it was 
found that the cells grown under such a condition contained, on an average, 
four Feulgen-stainable particles and four differentiated chloroplasts. 


3. Restoration of cell-dividing capacity of S-deficient cells by 
subsequent provision of sulfate and nitrate only 
(under photosynthesizing condition) 


Interesting phenomena were observed when the S-deficient cells, which 
had been grown up (under photosynthesizing conditions) till they attained 
a steady stage, were supplied?, either (1) with sulfate alone, or (ii) with 
sulfate plus nitrate, and further kept under photosynthesizing conditions 
(see Fig. 4). The cells supplied with sulfate alone increased somewhat in 


1 Such cells remained incapable of cell division even when they were transferred 
to non-photosynthesizing conditions (in the presence of sulfate only). 
2 After the cells were washed three times with distilled water. 
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mass, without, however, being able to perform cellular division. On the 
other hand, the cells supplied with sulfate plus nitrate divided immedi- 
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Fig. 5. Changes in nucleic acids contents of 


S-deficient cells incubated first in a medium 

containing sulfate only and later in a medium 

containing sulfate and nitrate (under photo- 
synthesizing conditions). For details see text 


ately with the multiplication 
number of 4. At the 65th hour 
of the experiment, the cells treated 
as (i) were washed three times 
with distilled water and then 
resuspended partly in a solution 
containing nitrate only, and 
partly in a solution containing 
sulfate and nitrate. When they 
were kept further under photo- 
synthesizing conditions, the cells 
which had been resuspended in 
a solution containing nitrate only 
increased in mass to some extent, 
but remained unable to perform 
cellular division, while the cells 
which had been resuspended in 
the solution containing sulfate 
and nitrate could perform, after 
about 24 hours of induction 
period, cell division with the 
multiplication number of about 4. 

With the experimental arrange- 
ments similar to those mentioned 
above, the contents of cells in 
DNA and PNA were followed 
(see Fig.5). When the S-deficient 
cells were supplied with sulfate 
alone (under photosynthesizing 
conditions) both DNA and PNA 
increased during the _ initial 
30 hours. Thereafter, however, 
the formation of DNA gradually 
slowed down to attain a level 
(per cell) that was approximately 
four times as high as that 
of the starting “dark cells’. 
During the same period, there 


occurred a gradual decrease of PNA which had been accumulated during 
the initial 30-hour period of experiment. When, at the 90th hour of 
incubation, potassium nitrate was supplied to the medium, cellular 
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division took place, and in the meantime, a considerable amount of DNA 
was formed, whereas the quantity of PNA remained practically unaltered. 
These results indicate clearly that the assimilation of sulfur and nitrogen 
was essential for the synthesis of DNA, and that for the formation of PNA 
some element(s) other than sulfate and nitrate was also required under 
the experimental conditions used. When the cell division was completed, 
the DNA content per cell was found to be about 3.5 times that of the 
starting “dark cells’. 
Discussion 

The data obtained under various experimental conditions are repro- 
duced schematically in Fig.6, in which also the corresponding data ob- 
tained for the normal life cycle of algal cells are presented for comparison. 
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on of the life cycle of Chlorella, showing the changes in cell size, number 
DNA, occurring under various environmental conditions. See text for 
full explanation 


Fig. 6. Schematic representati 
of nucleus, and the content of 
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In this figure, the successive developmental stages of cells and their 
relative sizes are shown by (open) circles; the white and black arrows 
indicate, respectively, the processes occurring under photosynthesizing 
and non-photosynthesizing conditions. The solid circles represent nuclei, 
their number in each circle representing the average number of FEULGEN 
stained particles observed in each cell, and their sizes and numbers 
showing the relative quantities of DNA determined by chemical analysis. 
For the definitions and characteristics of successive developmental stages 
(Da, Da, D~L, L,, Lz, L, and L,), and the changes of DNA content of 
cells occurring in the normal life cycle, reference is made to our previous 
reports (Hasr et al. 1957, Iwamura et al. 1955). The broken lines drawn 
in the figure indicate that the cell development did not proceed further 
under respective conditions. 

It was clearly demonstrated that the process of cell division of Chlorella 
could be in various ways modified by the control of supply of sulfur and 
nitrogen sources as well as by the control of photosynthetic process. It is 
notable that the cells, which had been made S8-deficient and later supplied 
with sulfate only, were capable of cell division under non-photosynthe- 
sizing conditions, but not under photosynthesizing conditions. Under 
non-photosynthesizing conditions, some nitrogenous substance(s) which 
existed in the S-deficient cells might have been effectively used for the 
process of cellular division, while under photosynthesizing conditions, 
the nitrogenous substance in question might have been used up by some 
reaction related to photosynthesis, so that it became unaccessible to the 
process of cellular division. To make the cells at such a stage capable of 
cellular division, simultaneous provision of sulfate and nitrate was neces- 
sary. It is remarkable that the daughter cells produced under such a 
condition contained a larger amount of DNA per cell than the original 
Da-cells!. At any rate, it may be concluded that sulfur plays, in coopera- 
tion with some nitrogenous substance(s), an essential role in the process 
of DNA-formation and nuclear division as well as in the process of cellular 
division. Further experiments are in progress to make clear the biochemi- 
cal mechanism involved in this interesting role played by sulfur. 


Summary 


1. The role of sulfur in the process of cell division of Chlorella was 
studied using the technique of synchronous culture. When the “dark 
cells” (smaller and strongly photosynthesizing cells), which had been 
grown ina normal nutrient medium, were further cultured in an S-deficient 
medium under photosynthesizing conditions, the cells grew up to some 


* In Fig.6 these daughter cells are tentatively represented as mononucleate cells 
having larger DNA-content than the original D,-cells; however, it is not yet certain 
whether these cells are actually mononucleate or not. 
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extent, showing about two-fold increase of DNA-content followed by 
the division of nucleus into two. At this stage, however, the cells fell 
into a stalemate, being unable to complete cellular division. 

2. When such cells were transferred to a medium containing potassium 
sulfate only, some synthesis of DNA and further division of nuclei 
occurred. Under non-photosynthesizing conditions, the process of cellular 
division ensued, giving rise to a formation of small daughter cells. Under 
photosynthesizing conditions, on the other hand, the cells increased 
appreciably in size, without, however, being able to perform cellular 
division. The process of cellular division thus halted could be resumed 
when the cells were further supplied with nitrate and sulfate under 
photosynthesizing condition. 

3. Based on these observations, it was concluded that sulfur plays, in 
cooperation with some nitrogenous substance(s), an essential role in the 
process of DNA-formation and nuclear division as well as in the process of 
cellular division. 


This work was supported by grants from the Ministry of Education and the 
Rockefeller Foundation. To these bodies we extend our grateful thanks. 


References 


Arnon, D. I.: Micro-elements in culture solution experiments with higher plants. 
Amer. J. Bot. 25, 322 (1938). — Hasn, E., Y. Mormmura and H. Tamiya: Some data 
on the growth physiology of Chlorella studied by the technique of synchronous 
culture. Arch. Biochem. 69, 149 (1957). — Iwamura, T., E. Hasz, Y. Monmmura 
and H. Tamrya: Life cycle of the green alga Chlorella with special reference to the 
protein and nucleic acids contents of cells in successive formative stages. Ann. Acad. 
Sci. Fenn. A, II (A. I. Virtanen Homage Volume), 60, 89 (1955). — Tamrya, H., 
T. Iwamura, K. Sureata, E. Hase and T. Niet: Correlation between photosyn- 
thesis and light-independent metabolism in the growth of Chlorella. Biochim. 
biophys. Acta 12, 23 (1953). 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 31, 8. 96—100 (1958) 


(Aus dem Institut fiir Tierphysiologie und Tierernahrung und dem Institut fir 
Mikrobiologie der Universitat Gottingen) 


Ein Beitrag zur mikrobiologischen Methode 
der Vitamin Bg-Bestimmung speziell im Pansen* 


Von 
RUTH HELLWIG 


Mit 1 Textabbildung 


(Hingegangen am 28. Mai 1958) 


Zur Bestimmung von Vitamin B, in biologischen Flissigkeiten wurde 
schon friiher eine ganze Reihe von Testorganismen (vgl. z. B. RABINOWITZ 
1947 und LicusrEIn 1956) herangezogen. Es ist bekannt, daB im all- 
gemeinen Lactobacillen hauptsichlich auf Pyridoxal und Streptococcus 
faecalis auf Pyridoxamin ansprechen. Saccharomyces carlsbergensis 4228 
dagegen reagiert auf den gesamten B,-Komplex (EK. G. SNELL u. a. 1945). 
Zu Bestimmungen des Gesamtgehaltes eines Mediums an B, ist darum 
der letztere am besten geeignet. Die verhaltnismaBig einfache Kultivie- 
rung der Hefe und ihre Auswertung im Test laBt gut reproduzierbare 
Serienuntersuchungen zu. Im folgenden soll eine Methode beschrieben 
werden, die bei médglichst geringem Arbeitsaufwand vergleichende 
Untersuchungen tiber die Vitaminsynthese des Pansens zulaBt. 


Methodik 


Als Testorganismus wurde ein Stamm von Saccharomyces carlsb. 42281 benutzt. 
Als Stammnihrboden diente Kartoffel-Glucose-Agar, auf den er monatlich iiber- 
impft wird: 300 g kleingeschnittene Kartoffeln wurden in 500 ml aqua. dest. weich- 
gekocht, filtriert und wieder auf 500 ml aufgefiillt. 20 g Glucose wurden in 500 ml 
aqua. dest. gelést. Beide Lésungen wurden getrennt bei maximal 1,2 Atii sterilisiert — 
und dann erst zu 1000 ml vereinigt (py 5—6). Nach Zufiigen von 2°/, Agar 
wurde der Naihrboden nur noch im strémenden Dampf !/, Std sterilisiert. 

Fur den eigentlichen Test wurden folgende Stammlésungen angesetzt (in Anlehnung 
an Hopkins u.Mitarb. 1947 sowie ATKIN u. Mitarb. 1943): A: 1,5 ¢(NH,),80,;0,5 ¢ 
CaCl,; 1,0 ¢ MgSO,; 0,5 g NaCl; 50,0 g Glucose; 0,002 g H,BO,; 0,002 g ZnSO,; 
0,002 g MnSO,; 0,005 g FeCl; auf 500ml aqua bidest. auffillen; py 6,2. — 
B: 1,0¢g KH,PO,; 0,5 g K,HPO,; auf 100 ml auffiillen. — C: Vitamin-Standard- 
Lésungen: Aneurin 1,0mg; Inosit 100,0mg; Biotin 0,8 mg; Ca-Pantothenat 
20,0 mg; Pyridoxin 1,0 mg jeweils auf 100 ml aqua dest. (Pyridoxin zum Gebrauch: 
1:1000 verdiinnt = 10 my/ml). 


* Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. AvaUsT RippEt-BaLpEs zum 70. Geburtstag gewidmet. 
1 Der Stamm wurde freundlicherweise von der Universitats-Kinderklinik zur 
Verfiigung gestellt. 
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Jeweils 24 Std vor Beginn eines Testes wurde die Hefe in reiner Mineral-Nahr- 
lésung ohne Vitaminzusatz vorkultiviert, um sie von ihren eigenen Vitaminreserven 
zu befreien und fiir den Test empfindlicher zu machen. Dazu wurden vor der 
Beimpfung 10 ml Lésung A + 8 ml aqua bidest. sterilisiert und nach dem Erkalten 
2ml des getrennt sterilisierten Phosphatpuffers zugesetzt. Mit dieser Vorkultur 
wurden die Kulturen der Testreihe mit je 1 Tropfen aus einer 1 ml-MeBpipette 
beimpft. Zum Vergleich hierzu wurden Hefezellen einmal direkt vom Agar in 
physiologischer Kochsalzlésung aufgeschwemmt, zum anderen dreimal auf der 
Zentrifuge mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen. Von den so vorbehandel- 
ten Suspensionen wurden ebenfalls die Kulturen der Testreihe mit je 1 Tropfen 
beimpft. 

Die Testmedien setzten sich wie folgt zusammen: 10 ml Lésung A; 1 ml Aneurin- 
lésung; 1 ml Inositlésung; 1 ml Biotinlosung; 0,5 ml Ca-Pantothenatlésung; x ml 
Pyridoxinlésung; (4,5—x) ml aqua bidest. Insgesamt 18 ml Lésung wurden 1/, Std 
im stromenden Dampf sterilisiert. Nach dem Erkalten wurden 2 ml Losung B 
steril zugesetzt. 


Zur Eichreihe wurden folgende Konzentrationen gewahlt: 

0 my = 0,0 ml Pyridoxinlésung + 4,5 ml aqua bidest 

5 my = 0,5 ml Pyridoxinlésung + 4,0 ml aqua bidest 
10 my = 1,0 ml Pyridoxinlésung + 3,5 ml aqua bidest 
15 my = 1,5 ml Pyridoxinlésung + 3,0 ml aqua bidest 
20 my = 2,0 ml Pyridoxinlésung + 2,5 ml aqua bidest 
30 my = 3,0 ml Pyridoxinlésung +- 1,5 ml aqua bidest 
40 my = 4,0 ml Pyridoxinlésung + 0,5 ml aqua bidest. 


Von den saurehydrolysierten Proben wurde je 1 (bzw.3) ml den Testkolben zu- 
gesetzt. Das Endvolumen der Testlésungen betrug in jedem Falle 20 ml. Die 
Kulturen wurden in 100 ml-Erlenmeyerkolben mit Kapsenbergkappen-VerschluB 
24 Std bei 27° C geschiittelt und ihr Wachstum an Hand von Triibungsmessungen 
bestimmt. 

Die zum Teil widersprechenden Angaben der Literatur zur Methodik des 
Vitamin B,-Aufschlusses gaben AnlaB zu Untersuchungen iiber die optimale Be- 
handlungsdauer mit optimalen Saurekonzentrationen. 

Drei verschiedene Materialien wurden zu diesen Untersuchungen herangezogen: 
1. 5 ml Pansensaft (zur Abscheidung der Futterreste durch Watte filtriert). 2. Pan- 
senbakterien (aus 5 ml Pansensaft, auf der Zentrifuge gewaschen). 3. 1g luft- 
trockenes Heu. Der Pansensaft wurde unmittelbar nach dem Aushebern aus dem 
Pansen verarbeitet. Diese Proben wurden mit folgenden Saurekonzentrationen auf- 
geschlossen: a) 25 ml 2n H,SO,, b) 175 ml 0,055n H,80,, ¢) 25 ml 2n HCl, d) 175 ml 
0,055n HCl. Um die optimale AufschluBdauer zu ermitteln, wurden die obenge- 
nannten Proben je 1 Std, 3 Std und 5 Std lang bei 120° C im Autoklaven belassen. 
Nach dem Abkiithlen wurden sie mit 2n NaOH auf pa = 5 neutralisiert, filtriert 
und 1/, Std im stroémenden Dampf sterilisiert. Die mit 2n Saure aufgeschlossenen 
Proben wurden mit aqua bidest. auf 100 ml aufgefillt. 


Ergebnisse 
Die Abb.1 zeigt in a und b die Eichkurven nach verschiedener Vor- 
behandlung. Es ist offensichtlich, da® eine 24stiindige Vorkultur in 
reiner Minerallésung ohne Vitaminzusatz die Empfindlichkeit der Zellen 
gegentiber den verschiedenen B,-Konzentrationen erheblich steigert. 
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Ein direktes Einbringen der Zellen vom Kartoffel-Agar in die Test- 
losung fiihrt, wie die Kurve zeigt, zu ziemlich groBen Streuungen. Das 
Waschen mit physiologischer Kochsalzlésung hat im Vergleich hierzu 
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Abb.1. Eichkurven zum Vitamin B,-Test mit Saccharomyces carlsbergensis 4228. a mit 24 Std alter 


Stammkultur; b mit 3 Tage alter Stammkultur. o o nach 24sttindiger Vorkultur; o— —-—o 
nach dreimaligem Waschen; o— -— -—o unmittelbar von Kartoffelagar in physiol. Kochsalzlésung 
aufgeschwemmt 


Tabelle 1. 
AufschluBtest verschiedener Materialien mit verschiedenen Sdurekonzentrationen 


2n HCl 0,055 n HCL 


2nH.SO, 0,055 n H,SO, 


P B H ig B H A B H VF; B H 


1 | 260 | 90 | 8600 | 198 | 54 | 4320 | 150 | 90 | 7200 | 180 | 54 | 3200 
I | 3 | 660 | 140 |10200 | 324 | 216 | 5760 | 310 | 140 | 8600 | 253 | 162 | 7000 
5 | 220 | — | 9400 | 162 | — | 9000 | 260 | 60 | 8600 | 54 | — | 6300 


| 


1 | 287 | 60 | 4330 | 216 | 186 | 4660 | 313 | 187 | 6000 | 240 | 120 | 5800 
II | 3 | 573 | 117 | 6330 | 288 | 228 | 6660 | 480 | 140 | 7160 | 264 | 150 | 8000 
5 1480 | 87 | 6000 | 288 | 120 |10500 | 573 | 133 | 1200 | 282 | 90 | 2100 


[= 1ml AufschluBlésung; IT = 3 ml AufschluBlésung. P = Pansensaft; B = 
Pansenbakterien; H — Heu. 


praktisch keine Wirkung. Abb. 1b zeigt die gleichen Kurven, jedoch von 
einer 2 Tage alteren Agar-Stammkultur. Die Tendenz ist die gleiche, nur 
zeigen die Kurven der Abb. 1b insgesamt eine geringere Empfindlichkeit 
gegenitiber Vitamin B,. 
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Bei der Bestimmung der Aufschlu8proben auf ihren B,-Gehalt wurden 
zur Kontrolle auBer 1 ml auch 3 ml Testlésung je Kultur zugesetzt, um 
eine mégliche Hemmung des Testorganismus durch Substanzen des 
Aufschlu8mediums festzustellen. 

Die Zahlen in Tab. 1 geben den Vitamin B,-Gehalt in my/ml Pansensaft 
bzw. my/g Heu an. Die Ergebnisse des 2. Abschnittes (II) der Tabelle 
kénnen mit denen des 1. Abschnittes 
(I) nicht verglichen werden, da Tabelle 2. Heuaufschluptest 
bei IL fast alle Kulturl6sungen um Tl Lan Le ee 
1:4 verdiinnt werden muBten, um in 
den MeBbereich der Eichkurve zu ge- I | 2nH,80, | 9000 | 10000 
langen. Der Heuaufschlu8 muBte in | 0,055n H,SO, | 3060 | 4875 
jedem Falle verdiinnt werden und UW | 2n HCl | 8000 | 10000 
zwar bei I um 1:4 und bei II sogar 0,055n HCl 2625 | 3280 
um 1:10. An Hand von Tab.1 
kann jedoch festgestellt werden, dab offensichtlich eine 3stiindige 
Hydrolyse mit 2 n H,SO, bei 120° C fiir alle Proben die geeignete ist. 

Der Heuaufschlu8 wurde noch einmal wiederholt und zwar mit samt- 
lichen Sa&urekonzentrationen 3 Std lang bei 120°C. Bevor die aufge- 
arbeitete Testlésung der Hefenahrlosung zugesetzt wurde, wurde sie um 
1:5 verdiinnt, um in jedem Falle in den Mefbereich der Eichkurve zu 
kommen. Die in Tab.2 angegebenen Werte stimmen weitgehend mit 
denen der Tab.1 wberein. 


Diskussion 


Saccharomyces carlsb. 4228 scheint, wenn sie standig auf Wurzeagar 
gehalten wird, auf lange Sicht ihre Pyridoxinbediirftigkeit zu verlieren. 
Nach unseren Erfahrungen empfiehlt es sich jedenfalls, den Stamm 
stindig auf Kartoffel-Agar zu kultivieren, da dann die Empfindlichkeit 
ihrer Reaktion auf B, erhalten bleibt. Kine Parallelkultur vom gleichen 
Stamm, die auf Wiirze gehalten worden war, hatte diese Fahigkeit 
praktisch verloren. Weiterhin hat sich gezeigt, wie notwendig eine Ent- 
speicherung der Hefezellen von ihren Vitaminreserven ist. Es reicht 
nicht aus, die Zellen nur durch einfaches Waschen fiir den Test vor- 
zubereiten, da in diesem Falle nur moglicherweise aus dem Nahragar 
noch anhaftende Vitaminmengen beseitigt werden kénnen, nicht aber 
die im Innern der Zellen festliegenden (und wahrscheinlich chemisch 
gebundenen) Reserven. Diese Reserven anzugreifen und die Zellen 
weitgehend zu , entspeichern, war der Sinn der durchgefiihrten Vor- 
kultur. Da& eine Verarmung an Vitaminreserven tatsachlich eintritt, 
belegt die Tatsache, daB eine weitere Passage in reiner Mineral-Nahrlosung 
kein Wachstum mehr erméglicht. Die Kontrolle zeigte praktisch nach 
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Die Priifung der B,-Ausbeute bei verschiedenen Saurekonzentrationen 
und Hydrolysezeiten ergab, da8 fiir die Bakterien allein wahrscheinlich 
auch eine niedrige Konzentration ausgereicht hatte. Im Interesse eines 
Vergleichs der Werte ist es jedoch ratsam, bei gleichen Bedingungen zu 
arbeiten. AuBerdem scheint es so zu sein, das die SO,-Ionen von der 
Hefe im allgemeinen besser vertragen werden als die Cl-Ionen. Fiir die 
Hohe der Vitaminausbeute ist nicht allein die AufschluBmethode als 
solche entscheidend, sondern auch die Vertraglichkeit der AufschluB- 
lésung fiir den angewandten Testorganismus. Die in den vorliegenden 
Untersuchungen erzielten Ergebnisse sind daher nur unter den ange- 
gebenen Bedingungen und mit dem benutzten Teststamm giiltig. Weitere 
Untersuchungen sollen AufschluB tiber die Verteilung von Vitamin B, im 
Pansen unter verschiedenen Ernahrungsbedingungen geben. 


Zusammenfassung 


Eine Vorbehandlung des Testorganismus zeigte, daf durch eine 
24stiindige Vorkultur in reiner Mineral-Glucose-Lésung die Empfind- 
lichkeit und Reproduzierbarkeit auf steigende Pyridoxinkonzentrationen 
im Gegensatz zu sofortigem Abimpfen der Zellen vom Agar gesteigert 
wird. Einfaches Waschen der Zellen hatte im Vergleich zu den Kulturen, 
deren Zellen nicht vorher gewaschen wurden, keine Wirkung. 

Die Priifung verschiedener AufschluBzeiten mit verschiedenen Saure- 
konzentrationen zeigte, daB eine 3stiindige Hydrolyse bei 120° C mit 
2n H,SO, die beste Ausbeute bei Heu- und Pansensaftaufschlu8 brachte. 
In diesem Zusammenhang wird die Vertraglichkeit von AufschluB- 
lésungen fiir den Testorganismus diskutiert. 
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Dauernde Heterocaryose bei einer Streptomyces-Art 
mit verlorener Sporulationsfahigkeit * 


Von 
J. HORVATH 


Mit 3 Abbildungen 
(Hingegangen am 24. April 1958) 


Laut Literaturangaben bleiben bei den Streptomyces-Arten beschrie- 
bene Heterocaryosen bis zur Sporenbildung erhalten und segregieren 
danach entsprechend den parentalen Higenschaften (BRADLEY u. LEDER- 
BERG 1956; SzyBALSKI u. BRAENDLE 1956; BRAENDLE u. SZYBALSKI 
1957; BRADLEY 1957; SzyBaLskI 1957). In unserer Streptomyces-Samm- 
lung haben viele Arten die Eigenschaft, reichlich Luftmycelien zu bilden 
aber nicht zur Sporenbildung zu kommen. Diese Arten haben seit ihrer Kin- 
sammlung, d.h. in 7—8 Jahren, das urspriingliche antibiotische Wir- 
kungsspektrum verloren. Von diesen haben wir eine ausgewahlt und vom 
Gesichtspunkt der Heterocaryose aus zur Untersuchung herangezogen. 


Material und Methode 


Die zur Heterocaryose-Untersuchung ausgewahlte Art haben wir 1950 aus einem 
Wiesenmoorboden beim Plattensee isoliert (siche HorvAtH, SZoLNOKI, FELFOLDY 
1951) und mit der Bezeichnung 4/a publiziert. Laut neueren Untersuchungen ist sie 
identisch mit Streptomyces fasciculus Krasinikow (WAKSMAN, LECHEVALIER 1953). 
Charakteristisch fiir sie ist, daB sie auf zahlreichen Nahrbéden Luftmycelien, aber 
auf keinem Nahrboden Sporen bildet. Nach der Isolierung wurde sie weitergeztichtet ; 
anfangs war sie antibiotisch ziemlich aktiv, spater war ihre Wirkung minimal oder 
sie iibte gar keinen EinfluB mehr auf Staphylococcus aureus und auf Hscherichia coli 
aus. Um ihre friiheren Eigenschaften zuriickzugewinnen, haben wir sie u.a. Ultra- 
violettbestrahlung ausgesetzt (Hanauer Héhensonne Typ §.300, Entfernung 35 cm, 
bis zur Letalitét von 99,59). 

Dabei entstanden zu etwa 0,5°%, ,,Mutanten‘‘, deren Morphologie von 
der Ausgangsart stark abwich. Wegen des hohen Prozentsatzes dieser 
,.Mutanten“ dachten wir gleich daran, daB wir es nicht mit Mutationen, 
sondern mit Heterocaryose zu tun hatten. 


Diese Annahme haben wir mit der folgenden Methode bestatigt: Von einer 
Schragagar-Oberflache wurden die Luftmycelien abgekratzt und in einem ordBeren 
Reagensglas zwischen Glasperlen suspendiert und hier durch Schiitteln wahrend 
30 min zwischen den Glasperlen zerrieben. 


* Herrn Professor Dr. A. RrprEL zum 70. Geburtstag. 
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Die Lufthyphen-Fragmente waren im Mikroskop in ihrem Querschnitt 
und ihrer Linge beinahe gleich. Sie wurden auf Agar in Petrischalen aus- 


gebreitet. So wurden aus den Fragmenten 


Abb. 1. Streptomyces fasciculus, nicht sporenbildende, 
gradlinig stehende Luftmycelien. 280 fache 
VergroBerung, von lebendem Material 


Abb. 2. Streptomyces fimbriatus, spiralige Luftmycelien, 
280fache Vergréferung, von lebendem Material 


300—350 Kolonien gewonnen, 
nach Bildung der Luftmycelien 
mit der Lupe untersucht und 
vonden von der urspriinglichen 
Form abweichenden diejenigen 
isoliert, deren Morphologie der 
der durch Ultraviolettbestrah- 
lung gewonnenen Kolonien 
vollkommen gleich war. Wir 
haben auch Kolonien isoliert, 
die die Gestalt der urspriing- 
lichen Form aufwiesen; von 
ihnen haben wir dann ebenfalls 
die Luftmycelien in der oben 
beschriebenen Weise zerrieben 
und auf Agarplatten ausge- 
breitet, und daraus wieder 
die abweichenden Formen 
isoliert. 


Untersuchungsergebnisse 

In Abb.1 zeigen wir Luft- 
mycelien der mit Streptomyces 
fasciculusidentischen Original- 
art, welche Luftmycelien, aber 
niemals Sporen bildet. Abb. 2 
zeigt  spiralférmige — Luft- 
hyphen, welche durch Ultra- 
violett-Bestrahlung zu 0,5°%, 
durch Zerreiben von Luft- 
hyphen zwischen Glasperlen 
zu 3°, gewonnen wurden. 

Abb.3 zeigt in den spiral- 
formig gewundenen Hyphen 
entstandene Sporen. In den 
morphologischen Merkmalen 
weicht die Variation von den 


Fragmenten, welche durch Zerreiben mit Glasperlen entstanden sind, 
vom Originalstamm dadurch ab, da die Lufthyphen eine viel dunklere 
Farbung aufwiesen. Im tibrigen ist diese Variante in vielen Kigenschaften 


mit Streptomyces fimbriatus identisch. Die 


durch Ultraviolettbestrahlung 
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entstandenen Staéamme produzieren auf Kartoffel-Agar rote Farbe. Ihre 
Lufthyphen sind anfangs weiB, spater weisen sie verschiedene graue 
Schattierungen auf. In ihren Fermentationsfahigkeiten weichen sie von 
Streptomyces fasciculus nicht wesent- 
lich ab. 

Sehr interessant ist dagegen die 
Verainderung der  antibiotischen 
Spektren, wie die Tabelle zeigt. Das 
Ergebnis hatten wir auf Agarplatten 
durch Kreuzstrichtest gewonnen; die 
Hemmzone ist in Millimetern ange- 
geben. Die Ausgangsform Strep- 
tomyces fasciculus verfiigt also tiber 
ein nur sehr beschranktes Spektrum, 
wozu allerdings zu bemerken ist, dah : rors 

Abb. 3. Streptomyces fimbriatus. Sporen. 2000- 
der Stamm, als er vor 8 Jahren iso- fache VergréBerung, von lebendem Material 
liert wurde, eine groBere Hemmung 
auf Escherichia coli ausiibte. Die Streptomyces fimbriatus ahnliche Form 
hat ein wirksameres Spektrum, aber die durch Ultraviolettbestrahlung 
und durch Zerreiben mit Glasperlen gewonnenen Varianten zeigen unter 


$ ie 


Tabelle 


EEE SEES 


Originalvtarnan St e shell ig Str. fimbriatus | Str. fasciculus 
Bgl eds Str ees Bestrahlung durch Zerreiben mit Glasperlen 
: gcewonne! gewonnen 

eee ee eS SS 
Staphylococcus aureus ) 0 15,16 5,7 
Bacillus subtilis 0 4 11,6 10 
Escherichia cola Spur 0 0 6,7 
Sarcina lutea 1 7,10 20,26 15 
Serratia marcescens 0 0 0 7,8 
Bacillus radiobacter Spur 8 5 14,8 
Mycobact. peregr. 6 10 15 5,6 
M. phlet 2 7,15 10 3,2 
M. smegmatis 14 a 8 3 
Nocardia rosea 0 2 Spur 20 
Streptomyces griseus 12 2 10 10 
Penicillium chrysogenum 0 0 0 Spur 


sich Unterschiede. Die letzteren sind antibiotisch stirker wirksam. Beide 
stimmen aber darin tiberein, daf sie auf Escherichia coli keine Wirkung 
haben. Der aus Hyphenfragmenten entstandene Streptomyces fasciculus 
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hingegen hat ein breites Wirkungsspektrum und iibt auf Escherichia coli 
eine bestimmte Wirkung aus. Hierin verhalt er sich ahnlich wie der vor 
8 Jahren isolierte und untersuchte Stamm. 


Besprechung 

AuBer den besprochenen Beispielen zeigen auch aus anderen Boden 
isolierte Stiimme die Eigenschaft, reichlich Lufthyphen, aber keine 
Sporen zu bilden. Die untersuchte Art stimmt im wesentlichen mit Strep- 
tomyces fasciculus tiberein und hat mit der spiralige Lufthyphen bildenden, 
mit Streptomyces fimbriatus tibereinstimmenden Art Heterocaryose ge- 
bildet. Die gradlinigen Lufthyphen sind dominant, wahrend die spiral- 
formigen Luftmycelien sich als rezessiv nicht offenbaren. Charakteristisch 
ist, daB der heterocaryotische Streptomyces fasciculus keine Sporen bilden 
kann. Es ist anzunehmen, daB auf Grund der durch die Zellfusion be- 
wirkten Heterocaryose bei diesen geniigend voneinander abweichenden 
Arten eine hemmende Wirkung auf die Sporenbildung hervorgerufen wird. 
Obwohl die ausgewahlten Stémme von Streptomyces fimbriatus Sporen 
bilden kénnen, kann dies der restliche Streptomyces fasciculus auch 
in diesem Falle nicht. Durch Zerreiben und Ultraviolett-Bestrahlung 
konnen Stamme bzw. Arten zustande kommen, welche unterschiedliche 
antibiotische Wirkungsspektren aufweisen. 

Aus dieser Tatsache kann man folgern, daB die Ausgangsart nicht nur 
durch Paarung zweier Arten, sondern durch 3 oder 4 Arten-Paarung ent- 
standen sein kann. Charakteristisch ist noch, da durch sehr lange Hal- 
tung (8 Jahre) antibiotisch sehr schwach wirkende Stimme entstehen, 
aus deren Hyphenfragmenten wieder stirker antibiotisch wirksame 
Staémme erhalten werden kénnen. 


Zusammenfassung 


1. Wir haben eine Streptomyces fasciculus ahnliche, nur Luftmycelien 
bildende Art einerseits Ultraviolett-Bestrahlung ausgesetzt, andererseits 
wurden die Luftmycelien zwischen Glasperlen zerrieben. 

2. Mit Ultraviolett-Bestrahlung haben wir in 0,5°,, durch Zerreiben in 
3% eine morphologisch abweichende und mit spiralférmigen Luftmyce- 
lien versehene Streptomyces fimbriatus ihnliche Art gewonnen. 

3. Die nach dem Zerreiben zuriickgebliebene Art bildete in 97° der 
Falle auch weiter keine Sporen. Aus mit Glasperlen zerriebenen, einzelnen 
Lufthyphen-Fragmenten entstandene Kolonien zeigten, da wir hier 
dauernder Heterocaryose gegeniiberstehen. 


4. Die Fahigkeit zur Bildung spiralformigen Luftmycels ist eine rezessive 
Kigenschaft, diejenige zur Bildung gerader Lufthyphen ist dominant. 
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5. Die Kolonien, welche nach Zerreiben von Luftmycel aus Hyphen- 
Fragmenten entstehen, zeigen sehr abweichende antibiotische Higen- 
schaften, woraus gefolgert werden kann, daB es sich hier um eine Hetero- 
caryose aus 3 oder 4 Arten handelt. 
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Uber den Einflu8 der Ernihrung 
auf die Protein-Zusammensetzung von Essigbakterien* 


Von 
ALEXANDER JANKE und MAX ROHR 


(Hingegangen am 14. April 1958) 


1. Die Zusammensetzung der Bakterien-Proteine 
in Abhingigkeit von Entwicklungszustand, Alter und Ernahrung 


Uber die Zusammensetzung der Bakterien-Proteine im allgemeinen 
liegen schon zahlreiche Untersuchungen vor, tiber jene der Proteine von 
Essigbakterien hingegen nur zwei Analysen, nimlich jene von KANDLER 
u. ZEHENDER (1956) an Acetobacter xylinum sowie jene von REUSSER, 
SPENCER u. SALLANS (1957) an Acetobacter suboxydans. In den meisten 
Fallen fand die durch ConspDEN, GoRDON u. MaArtTINn (1944) entwickelte 
Papierchromatographie Verwendung, wobei die relative Menge der 
Aminosiéuren aus der GroBe der Flecke und der Intensitat der Farbung 
geschatzt wurde. Aber auch Verfahren der quantitativen Papierchromato- 
graphie wurden zur Bestimmung der Aminosaéuren herangezogen. So be- 
nutzte PoLson (1948) die durch Potson, Mostey u. WyckKHOoFF (1947) 
entwickelte Methode und RrussER, SPENCER u. SALLANS (1957) unter- 
suchten die Aminoséuren gruppenweise mittels eindimensionaler Papier- 
chromatographie unter Verwendung gepufferter Losungsmittel. CAMTEN, 
SALLE u. Dunn (1945) sowie Stokes u. GunnzEss (1946) jedoch bedienten 
sich zur Aminosiure- Bestimmung mikrobiologischer Methoden. 

In einer Reihe von Arbeiten wurde die Frage, inwieweit die Zusam- 
mensetzung der Bakterien-Proteine mit dem Entwicklungszustand der 
Organismen, dem Alter der Kultur sowie den Ernaihrungsbedingungen | 
variiert, zu beantworten versucht. RrepEL-BaLpEs, BuscH u. RADLER 
(1956) unterwarfen die durch anderweitige Hinfliisse als jene durch 
Antibiotica hervorgerufenen Abweichungsformen von Mikroben einer 
Analyse und konnten gegeniiber den Normalzellen bei Serratia marcescens 
weder qualitativ noch quantitativ einen Unterschied feststellen, wihrend 
bei anderen Mikroorganismen eine Zunahme der cyclischen Aminosiuren 
und der Glutaminsiure zu beobachten war. 

Die am Aufbau der Bakterienproteine beteiligten Aminosiuren 
scheinen vom Alter der Kultur sowie von der Art der Ernihrung unab- 
hangig zu sein. Dies geht aus Untersuchungen von Stoxss u. GUNNESS 


* Herrn Professor Dr. Dr. h. c. A. RtPPEL-BALDES zum 70. Geburtstag gewidmet, 
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(1946) an verschiedenen Bakterien, Hefen und Schimmelpilzen, von 
FREELAND wu. GALE (1947) an ZH. coli und Aerobacter aerogenes, von 
BuKatscu, Burger u. Scuiirer (1956) an Azotobacter-Arten sowie aus 
jenen von Raou.Wapuwant (1956) an M ycobacterium tuberculosis hervor. 

In quantitativer Hinsicht aber sind die Ergebnisse nicht einheitlich. 
Wiahrend Sroxss u. Gunness (1946) und vor allem Rao u. WADHWANI 
(1956) eine diesbeziigliche Abhangigkeit von Alter und Ernahrung fest- 
stellten, konnten KELLNER u. Martin (1954) an H. coli keine mengenmahi- 
gen Unterschiede an den einzelnen Aminosauren erkennen, ob nun diese 
Bakterienart in hochwertiger Bouillon oder in einer synthetischen Nahr- 
lésung gewachsen war. Inwieweit diese gegenteiligen Feststellungen 
methodologisch bedingt sind, werden wohl kiinftige Uberprifungen zeigen. 

Nach den zur Zeit vorliegenden Befunden ist die Zusammensetzung 
der Mikroben-Eiweife fiir Zwecke der Taxonomie und Systematik kaum 
zu verwerten. Wohl aber scheint dies zufolge Cummins u. Harris (1956) 
fir die stickstoffhaltigen Zellwand-Bestandteile zuzutreffen und zwar 
sollen die Gattungen durch den Anteil an Aminosauren, die Arten aber 
durch jenen an Zucker und Aminozucker unterschieden sein. Auch dies- 
beziiglich waren weitere Untersuchungen sehr erwiinscht. 

Es schien nun von Interesse, die Frage des Einflusses der Ernahrung 
auf die Protein-Zusammensetzung und die Bedeutung der letzteren fir 
Zwecke der Taxonomie und Systematik der Essigbakterien zu unter- 
suchen, zumal bei diesen Mikroben innerhalb ein und desselben Genus 
Acetobacter grundsitzliche Unterschiede in der Ernahrung vorkommen, 
wie sonst in kaum einer anderen Bakteriengattung; es handelt sich um 
die Unterscheidung zwischen haplotrophen und symplotrophen Essig- 
bakterien. 


2. Haplotrophie und Symplotrophie bei Essigbakterien 
(vgl. JANKE 1916, 1957, 1958) 


Die Essigbakterien, d. h. jene Bakterien, die Alkohol in saurer Lésung (po< 5) 
zu Essigsiure dehydrieren, sind offenbar zu den O-heterotrophen Organismen zu 
rechnen. Wenn bei ihnen auch CO,-Aufnahme zu beobachten ist, wofiir die Fest- 
stellungen von RasUMOWSKAJA U. BsELousowA (1952) an Schnellessigbakterien 
und jene von Gsur (1953) mit radioaktivem 14CO, in submerser Anreicherungskultur 
von Essigbakterien sprechen, so spielt einerseits das so eingebaute CO, im Gesamt- 
gtoffwechsel wohl nur eine untergeordnete Rolle und andererseits werden fiir die 
Assimilation des CO, organische C-Verbindungen als Energiequelle bendtigt. 

Bereits Hoyer (1898) hatte die Beobachtung gemacht, daB A. aceti(P.) 
Beij. auch dann imstande ist, seinen N-Bedarf aus Ammoniumsalzen zu 
bestreiten, wenn blo& Essigsaure als Energiequelle zur Verfiigung steht. 
Diese Essigbakterien, die JANKE ( 1916) haplotrophe nannte, sind als die 
wirksamen beim sogenannten Schnellessig- Verfahren betrachtet worden, 
welche Ansicht jedoch in neuerer Zeit durch SHIMWwELL (1954) anschei- 
nend widerlegt wurde. Jene Essigbakterien aber, die eine komplexere 
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Nahrung bendtigen, werden als symplotroph bezeichnet. Wahrend sich 
nun die haplotrophen Essigbakterien ernahrungsphysiologisch ziemlich 
gleichartig verhalten, weichen die symplotrophen in dieser Hinsicht unter- 
einander stark ab. 


Die Nahrlésung von Hoyer (1898), die auBer (NH,).SO, und verschiedenen 
anderen Mineralsalzen nur Essigsiure bzw. Acetate als C- Quelle enthielt, wurde 
durch Fratsur (1950) insofern modifiziert, als ein Phosphatpuffergemisch Ver- 
wendung fand, wodurch Alkohol als C-Quelle geniigte; auBerdem erfolgte der 
Zusatz eines Eisensalzes. Die Zusammensetzung dieser auch von uns verwendeten 
Nahrlésung ist die folgende: 

0,90 g KH,PO,, 0,10¢ K,HPO,, 0,25 gMgSO,-7aq., 0,005¢ FeCl, 1,0g 
(NH,),SO,, 3,0 Vol-% Athanol, in 1000 ml dest. Wasser; px 6,3. 

Als haplotrophe Essigbakterien benutzten wir A. aceti (P.) Beij., sowie 
A. lovaniense, den FRATEUR (1950) aus einer Erdprobe der Umgebung von Lovain 
(Léwen) in Belgien isoliert und naher beschrieben hat. Diese uns vom mikrobio- 
logischen Institut der Technischen Hochschule in Delft freundlichst zur Verfiigung 
gestellten Stamme konnten sowohl auf der Hoyerschen als auch auf der von FRa- 
TEUR modifizierten Lésung zur Entwicklung gebracht werden. 

Ein Ersatz des Athanols durch Acetate (0,1g¢ Na-Acetat/100 ml) hatte eine deut- 
liche Stimulierung des Wachstums zur Folge, so da es den Anschein hat, da die 
Synthese der Zellsubstanz eigentlich tiber die Essigsaure lauft und Athanol nur 
insoweit als C- Quelle genutzt wird, als es durch die mit der Einsaat eingebrachten 
Enzymsysteme eine Dehydrierung zu Essigsaure erfahrt. 

Als Vertreter der symplotrophen Essigbakterien wurde A. rancens (Beij.) 
Stamm B65 NRRL, den wir der Universitat Birmingham verdanken, herangezo- 
gen. Dieser Organismus lie8 sich nur auf einem Medium, das Glucose als C- Quelle und 
Hefeautolysat als N- und Wuchsstoffquelle enthielt, zur Vermehrung bringen, 
nicht hingegen auf einem Substrat, das auBer den iiblichen Wachstumsfaktoren 
eine Kombination von 21 reinen Aminosauren aufwies. Hs scheinen hier ahnliche 
Verhaltnisse vorzuliegen wie bei Rao u. Stokes (1953a, b), die fiir den von ihnen 
verwendeten Stamm von A. rancens einen im Hefeautolysat enthaltenen, aber noch 
nicht bekannten Wuchsstoff als nétig erachten. 


3. Kigene Untersuchungen iiber die Proteinzusammensetzung 
von Acetobacter-Arten 


a) Gewinnung von Massenkulturen 


Solche wurden in fliissigen Medien als Submers-Kultur am Exzenter-Kreis- 
schiittler bei 25° C gewonnen. Als KulturgefiBe dienten Erlenmeyerkolben, deren 
weiter Hals mittels Wattehauben (JANKE 1952) verschlossen war, die eine aus- 
reichende Luftversorgung gestatten. 

A. lovaniense kam in der oben angegebenen Nahrlésung von FRaTEUR (1950) 
zur Entwicklung. Vier grofe Erlenmeyerkolben zu 1000 ml mit je 100 ml Nahr- 
l6sung wurden mit 5 Tage alten Submers-Kulturen beimpft und nach 10 Tage 
langem ununterbrochenem Schiitteln abgeerntet, wobei 50 mg Trockensubstanz 
gewonnen werden konnten. A. aceti zeigte auf der gleichen Nahrlésung ein ergie- 
bigeres Wachstum als A. lovaniense, so daB er bei gleicher Kulturdauer ungefahr das 
doppelte Erntegewicht lieferte. 


Um den Kinfluf der Ernahrung auf die Protein-Zusammensetzung der gleichen 
Acetobacter-Art zu studieren, wurde in der Frateurschen Loésung der Alkohol durch 
2,5% Glucose und das Ammoniumsulfat durch Hefeautolysat ersetzt und zwar in 
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einer Menge, daB die so erhaltene Lésung den doppelten Gehalt an N-Aquivalenten 
aufwies. Die Hinstellung des py-Wertes erfolgte auf jenen der Frateurschen Losung 
(6, 3) mittels n-Natronlauge. Die eben erwahnte Nahrlésung diente auch zur 
Massenkultur von A. rancens, wobei wir wieder 50 mg Trockensubstanz erhielten. 

Die durch Zentrifugieren abgeschiedenen Bakterienzellen waren in allen Fallen 
durch Waschen mit dest. Wasser von den anhaftenden Nahrstoffresten befreit 
und am Wasserbad getrocknet worden. 


b) Herstellung des Hydrolysats 


Die Hydrolyse der getrockneten Bakterienzellen erfolgte durch Erhitzen der 
Proben mit der 100fachen Menge 6 n-HCl bei 105° C im EinschluBrohr wahrend 
15 Std. Die hierbei gebildeten Huminsubstanzen wurden durch Abfiltrieren ent- 
fernt und die Salzsiure durch mehrmaliges Abdampfen im Vakuum der Wasser- 
strahlpumpe bei 75° C verjagt, wobei dest. Wasser zur Aufnahme des jeweiligen 
Riickstandes diente. 

Von der schlieBlich erhaltenen Loésung des Rohhydrolysates in dest. Wasser 
fand eine geringe Menge zur unmittelbaren Analyse Verwendung, wahrend aus dem 
Hauptteil die Salze und anderen stérenden Verbindungen mittels des Kationen- 
austauschers Amberlite IR 120 entfernt wurden. 


c) Papierchromatographische Analyse 


Diese kam als Halbmikromethode zur Ausfiihrung. Als unbewegliche Phase diente 
das Schl. & Sch.-Papier Nr. 2043b Gl, das in quadratischen Blattern 21,5:21,5 cm 
zur Verwendung kam. Die Chromatographie wurde aufsteigend zweidimensional 
mit den Lésungsmittelpaaren n-Propanol + Wasser (70 + 30) und Phenol + Was- 
ser (75 + 25) nach Borssonas (1950) ausgefiihrt. 

Die Auftragung der waGrig-alkoholischen Lésung des gereinigten Aminosaure- 
Gemisches auf das Chromatographiepapier erfolgte in einer Menge zu je 50—300 ug. 
Bei einer Versuchstemperatur von 27,5° C betrug die durchschnittliche Laufzeit des 
Chromatogramms in einer Richtung 7—9 Std. 

Zum Nachweis der Aminosiuren fand eine mit Essigsiure angesauerte Losung 
von 0,1% Ninhydrin in n-Butanol Verwendung, mit der die bei 80° C getrockneten 
Chromatogramme bespriiht, dann durch 10 min auf 60° C erhitzt und anschlieBend 
bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert wurden. Zwecks Erhéhung der Haltbar- 
keit der Farbflecke erfolgte mitunter eine Umwandlung der Ninhydrin-Verbindun- 
gen in die roten Kupfer-Komplexe durch Bespriihen mit einer salpetersaurehaltigen 
Lésung von Kupfernitrat in Methanol nach KAwERAUv u. WIELAND (1951). 

Nach dem Vorgang der meisten friiheren Untersucher wurde die relative Menge 
der einzelnen Aminosauren durch subjektiven Vergleich der Flecke nach GroBe und 
Farbintensitaét geschitzt und das Ergebnis durch die Ziffern 1—5 ausgedriickt, 
wobei die Ziffer 5 der in héchster Konzentration auftretenden Aminosaure Alanin 
zugeordnet wurde. Diese Feststellungen erfolgten jeweils sofort nach Bespriihen der 
Chromatogramme sowie 4 und 24 Std nachher. Von jeder verfiigbaren Aminosaure 
lief ein Kontrolltest mit, um die R;-Werte zu tiberpriifen. 

Die geiibte subjektive Beurteilung leidet an einer nicht geniigenden Beriicksichti- 
gung der stark von einander abweichenden Erfassungsgrenzen der einzelnen Amino- 


sauren. 
Durch die geschilderte Methode konnten Tyrosin, Tryptophan sowie 
Cystein und Cystin nicht erfaBt werden, da diese Aminosiuren bei der 
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Saurehydrolyse eine weitgehende Zerstérung erleiden. Wohl aber lieBen 
sich Tyrosin und Tryptophan sowie S-haltige Aminosauren im Roh- 
protein nachweisen. 
Um Phenylalanin von Leucin-Isoleucin klar abzutrennen, kam ein 
Chromatogramm mit dem Lisungsmittelgemisch tert. Butanol + Methyl- 


Tabelle 1. Chromatographisch nachgewiesene Aminosduren im Hefeautolysat und in 
den Hydrolysaten von Essigbakterien 


| | A. rancens A. lovaniense A. aceti 
Hefeautolysat in Glucose- in in 
Hefeautolysat | Frateur-Lésung | Frateur-Lésung 
Alanine ctr ee pane 5 5 | 5 5 
Asparaginsaure 4 4 | 4 3—4. 
Glutaminsaure 4 5 | 5 4—5 
Gly cing ayast i: ae 3 4—5 4—5 4 
Valin ON ieet. pete aaeem 3 3—4 / 4 4 
Leucin/Isoleucin . 3 | 4 4—5 4—5 
Serine ee eee eee 2 4 | 3—4 4 
‘Threoniniecu eee eee 2—3 3—4 3—4 3—4 
Lyaitt et et me cere : 28 2 2 3—4 
Phenylalanin. .... 1 1—2 | 2—3 2—3 
Prolin, eicgge oe tte eee 2 | 2 2 1—2 
ATO Jy ne) ce ceeceee ae 2 2 2 2 
Methionine enna | 1—2 1—2 1 
Histidin | fetta: ae 1 1 1—2 
Oxy prolinuee amen ‘ 2 | (1) (1) (1) 
y-Aminobuttersiure . . 3—4 (1) — a= 
a-Aminobutterséure . . — (1)—1 1—2 1—2 
Fragliche Verbind. X (1) | (1) (1) 
Tene } qualitativ im Bakterienprotein nachgewiesen 


Die Ziffern geben die durch Schitzung ermittelte GréBe und Farbintensitat der 
Flecke an; das gerade noch erkennbare Vorkommen eines Fleckes findet sich mit (1) 
bezeichnet. 


Die in der Tabelle angefiihrten Werte sind Mittelwerte aus einer gréBeren Zahl 
von Chromatogrammen. 


aithylketon -- Wasser + Ameisensiiure (80 + 80 + 19,5 +.0,5) (Bors- 
Sonas 1950) zur Ausfiihrung, wobei nach 5maligem Lauf eine zufrieden- 
stellende Abtrennung des Phenylalanins und auch ein giinstiger Trenn- 
effekt bei Leucin-Isoleucin erzielt wurde. 


d) Ergebnisse der chromatographischen Analyse (vgl. Tab. 1) 


I. Beziiglich der Zusammensetzung der Proteine des wuchsstoft- 
heterotrophen A. rancens, der auf einem Glucose-Hefeautolysat-Medium 
gewachsen war, liBbt sich folgendes aussagen : 

a) Die chromatographische Analyse der iiber Amberlite IR 120 
gereinigten Hydrolysate ergab deutliche, gut begrenzte Flecke der 
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folgenden Aminosiuren, die sich auf Grund einer Schatzung mengen- 
maBig in 3 Gruppen zusammenfassen lassen; es finden sich vor 

1. in relativ bedeutender Menge: Alanin, Asparaginsaure, Glutamin- 
sdure, Glycin, Serin, Threonin, Leucin-Isoleucin sowie Valin; 

2.in maBiger Menge: Lysin, Arginin, Prolin, Methionin und Phenylalanin. 

3.in geringer Menge: Histidin, Oxyprolin, «-Aminobuttersdure und eine 
unbekannte Verbindung X, die méglicherweise mit der durch Work (1950) 
aufgefundenen «, e-Diaminopimelinsdure, die zufolge Work u. DEwry 
(1953) unter den Bakterien eine weite Verbreitung aufweist, identisch ist. 

Tryptophan und Tyrosin konnten im Protein selbst nachgewiesen werden. 

Etwa 48 Std nach Fertigstellung des Chromatogrammes zeigte sich 
noch ein kleiner Fleck etwas oberhalb von jenem der Asparaginsaure. 

b) Bei den Roh-Hydrolysaten zeigten die Flecke einzelner Amino- 
siuren eine undeutliche Abgrenzung und zum Teil auch Verzerrungen. 
Besonders stark traten solche beim Fleck der Asparaginsaure in Erschei- 
nung und jener der Glutaminsiure war tiberhaupt schwer zu erkennen. 
Dafiir fanden sich oberhalb der Orte der beiden genannten Aminosduren 
zwei Flecke von ziemlich starker Intensitaét sowie mit Schwanzbildung 
in Richtung des aufwiirtssteigenden Propanols vor. Es war mit der 
Méglichkeit zu rechnen, daB ein sog. ,,Tragereffekt** durch Neutralsalze 
vorliegt, die die Aminosiuren — zufolge TurBa (1954) vor allem Aspara- 
ginsiure und Glutaminsaure — vor sich herschieben, wodurch héhere 
Ry-Werte vorgetiuscht werden. 

II. Die Untersuchung der Proteine des haplotrophen <A. lovaniense 
ergab folgendes: 

a) Das Protein-Hydrolysat des auf Frateur-Losung gewachsenen 
A. lovaniense bestand aus den gleichen Aminosauren und im wesentlichen 
auch aus der gleichen mengenmaBigen Gruppierung derselben wie jenes 
von A. rancens; nur war der Schatzung nach etwas mehr Valin, Leucin- 
Tsoleucin sowie Phenylalanin, jedoch etwas weniger Serin zugegen. In 
der Gruppe III konnte wieder die unbekannte Verbindung X angetroffen 
werden. Die Chromatogramme der Rohhydrolysate zeigten die bei 
A. rancens besprochenen Verzerrungen und Flecke, die sich durch den 
Kationenaustauscher wieder zum Verschwinden bringen lieBen. 

b) Die papierchromatographische Untersuchung des Zellproteins von 
A. lovaniense, der aber auf dem gleichen komplexen Medium wie A. ran- 
cens gewachsen war, ergab beziiglich der Aminosauren eine qualitative 
Ubereinstimmung mit jenen des gleichen aber auf Frateur-Losung 
gewachsenen Stammes , auch die mengenmaBige Abschatzung fiihrte im 
wesentlichen zu einem iibereinstimmenden Ergebnis. 

III. Das Proteinhydrolysat des ebenfalls haplotrophen A. aceti stimmte 
qualitativ und der Reihung nach weitgehend mit jenem des A. lovaniense 
iiberein, Lysin jedoch muBte mengenmaBig hdher eingeschatzt werden, so 
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da es in die I. Gruppe vorriickte. Eine geringfiigige Erhhung war auch bei 
Histidin festzustellen. Die fragliche Substanz X trat auch hier wieder auf. 
IV. DaszudenVersuchen benutzte Hefeautolysat wies die gleichen Amino- 
saduren wie die Proteinhydrolysate der untersuchten Essigbakterien auf, mit 
Ausnahme von Methionin und «-Aminobuttersaure, die im Hefeautolysat 
nicht nachgewiesen werden konnten; dafiir enthielt dieses die in den Bak- 
terienproteinen nicht oder nur in Spuren feststellbare y-Aminobuttersaure. 
V. Wie aus den vorstehenden Ausfiihrungen hervorgeht, bestehen 
unter den Aminosauren, welche die Proteine der haplotrophen, sich auf 
einfachste Weise ernahrenden A. lovaniense und A. aceti einerseits und 
jene des wuchsstoffheterotrophen, eine komplexe Nahrung verlangenden 
A. rancens aufbauen, qualitativ und auch gréBenordnungsmaBig keine 
wesentlichen Unterschiede. Selbst durch starke Anderung der Ernah- 
rungsbedingungen ergibt sich — wie bei A. lovaniense gezeigt werden 
konnte — keine wesentliche Anderung der Proteinzusammensetzung. 
VI. Die vorstehenden Untersuchungen scheinen die vor allem durch 
KANDLER u. ZEHENDER (1956) vertretene Ansicht zu sttitzen, daB alle 
Bakterien eine besondere Grundgarnitur an Aminosauren besitzen, an die 
der Ablauf der normalen Lebensvorgange gebunden ist. DaB die von den 
genannten Autoren an A. xylinum durch Schatzung ermittelte Reihen- 
folge der einzelnen Aminosaéuren mit der durch uns nach der gleichen 
Methode an A. rancens, A. lovaniense und A. aceti festgestellten nicht 
vollkommen iibereinstimmt, kénnte auch an der Ungenauigkeit der 
Schatzungsmethode liegen. Auch die quantitative Bestimmung 
essentieller Aminosauren in Acetobacter suboxydans PRL G1 durch 
REUSSER, SPENCER u. SALLANS (1957) lieferte eine etwas andere Reihung. 
Kine Sonderstellung scheinen neben Methionin und «,¢-Diamino- 
pimelinsaure auch die beiden Aminobuttersiuren einzunehmen. Die von 
uns nachgewiesenene «-Aminobuttersiure wurde bisher nur in wenigen 
Bakterienproteinen angetroffen. In Ubereinstimmung mit den Fest- 
stellungen von Work u. Dewey (1953) an gramnegativen Bakterien 
konnte y-Aminobuttersiure von uns in den Proteinen von A. lovaniense 
und A. aceti nicht, in jenen des A. rancens mitunter und dann nur in sehr 
geringer Menge nachgewiesen werden. Das durch KaNnDLER u. ZEHEN- 
DER (1956) ebenfalls beobachtete Auftreten dieser Saure kénnte sekundar 
durch Decarboxylierung von Glutaminsiure, z. B. durch das als Des- 


infektionsmittel zugesetzte Phenol verursacht sein, worauf die genannten 
Autoren selbst hinweisen. 


Zusammenfassung 
Drei Acetobacter-Arten mit zum Teil ahnlichen biochemischen Fahig- 
keiten aber wesentlich verschiedenen Ernahrungserfordernissen, namlich 
die haplotrophen Arten A. lovaniense und A. aceti einerseits und der 
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eine wesentlich komplizierter zusammengesetzte Nahrung bendtigende 
A. rancens andererseits, wurden unter den zunachst ermittelten ernah- 
rungsphysiologischen Minimalbedingungen in submerser Kultur gezogen 
und die Hydrolysate der von ihnen gebildeten Proteine papierchromato- 
eraphisch untersucht. 

Hierbei ergab sich, da die drei Essigbakterien-Arten Proteine bilden, 
die qualitativ gleichartig sind und auch mengenmabig keine wesentlichen 
Unterschiede erkennen lassen, soweit sich dies mit der geiibten Schat- 
zungsmethode feststellen laBt. Ein gleiches Resultat ergab sich auch dann, 
wenn dem haplotrophen A. lovaniense die komplexe Nahrung des 
A. rancens geboten wurde. 

Daraus geht hervor, da®B auch bei stark abweichenden Ernahrungs- 
erfordernissen anscheinend dieselbe Grundgarnitur an Aminosauren 
gebildet wird. Die x-Aminobuttersaéure und die x, ¢-Diaminopimelinsaure 
diirften im Hinblick auf ihr blo& gelegentliches Auftreten kaum zu 
derselben zu rechnen sein. 
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Schwellenkonzentrationen verschiedener Stickstoffquellen 
fiir die Vermehrung einiger Bakterien 
aus nihrstoffarmen Gewidssern* ** 


Von 
HOLGER W. JANNASCH 


Mit 3 Abbildungen 
(Hingegangen am 24. April 1958) 


In einer zusammenfassenden Darstellung fiihrt Gipson (1957) aus, da 
die Verbreitung und physiologische Aktivitat der Mikroorganismen im 
natiirlichen Substrat in erster Linie von der Gegenwart verfiigbarer Nahr- 
stoffe abhangen. Dabei ist eine ungeléste Frage, in welcher Weise die 
Bakterien auf die extrem niedrigen Nahrstoffkonzentrationen vieler 
Gewasser und Béden reagieren, von denen sie — oft in groBer Zahl — 
isoliert werden kénnen. 

Die Menge der bakteriellen Stoffwechselprodukte einer derartigen Sub- 
stratprobe ist zu gering fiir den quantitativen Nachweis. Kulturelle und 
mikroskopische Zihlungen der Bakterien als indirektes Ma8 ihrer Stoff- 
wechseltatigkeit fiihrten andrerseits in vergleichbaren Gewassern zu 
unterschiedlichen Ergebnissen. Ausgesprochen hohe Zahlen in den 
GroBenordnungen 10% bis 105/ml wurden mit mikroskopischen Methoden 
im nahrstoffarmen Pelagial groBer stehender Gewasser gefunden (Kuz- 
NETSOV u. KARSINKIN 1931; BuTKEvicH 1938; Kriss 1945; JANNASCH 
u. JONES 1959). BuTKEVicH u. BUTKEVICH (1936) stellten durch den Ver- 
gleich mit dem O,-Verbrauch der Wasserproben fest, daB eine erhebliche 
Anzahl der direkt nachgewiesenen Bakterien physiologisch inaktiv sein 
mu. Andere Autoren haben auf kulturellem Wege niedrigere Bakterien- 
zahlen gefunden als nach der vorhandenen Menge organischer Stoffe zu 
erwarten waren und schlieBen auf das Vorkommen von Antibiotica 
oder auf antagonistische Wechselwirkungen (ZOBELL 1936; KRASILNI- 
KOV 1938; STEEMANN NIELSEN 1955). 

Um die schwierige Bewertung der Zaihlergebnisse von Untersuchungen 
komplexer natiirlicher Substrate mit ihren nicht weniger komplexen 
Bakterienpopulationen zu vermeiden, wurde in der vorliegenden Arbeit 
ein experimenteller Weg beschritten. Fiir einige aus nahrstoffarmen 


* Herrn Professor Dr. Dr. h. c. A. RrprEL zum 70. Geburtstag gewidmet. 
** Contribution from the Scripps Institution of Oceanography, New Series. 
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Gewassern isolierte Bakterien wurden das Vorhandensein und die Héhe 
der Stickstoffkonzentration des Mediums festgestellt, unterhalb derer 
keine Zellvermebrung mehr stattfindet (Schwellenkonzentration). Der 
Stickstoff wurde von WAKSMAN u. CarEyY (1935) u.a. als der wesentliche 
Minimumfaktor fiir das Bakterienwachstum in verschiedenen Gewassern 
gefunden. Hin experimentell gefundener Schwellenwert ist relativ. Er 
hangt von den Kulturbedingungen ab, von der Populationsdichte und den 
Kriterien, die fiir den Nachweis des Bakterienstoffwechsels gewahlt 
werden. 

Untersuchungen iiber die Abhaingigkeit des Bakterienwachstums von 
der Nahrstoffkonzentration zeigten bei Kulturen hoher Populationsdichte, 
da8 es proportional erfolgt, bis ein Minimum- oder anderer wachstums- 
begrenzender Faktor auftritt (Monop 1942). Die Notwendigkeit einer 
getriibten Zellsuspension zur Erméglichung der optischen Messung der 
Zunahme organischer Substanz macht jedoch eine Untersuchung des 
Einflusses geringster Substratkonzentrationen unmdéglich. So wird bei 
Monop (1942) und HinsHetwoop (1946) die Kurve der Abhangigkeit der 
Populationsdichte von den Konzentrationen verschiedener Nahrstoffe 
durch den beiderseitigen Nullpunkt verlaufend interpoliert. Danach be- 
stande keine Schwellenkonzentration, eine Tatsache, die durch Unter- 
suchungen mit geringen Populationsdichten noch nicht bestatigt worden 
ist (LAMaNNA u. MALLETTE 1953). VIRTANEN U. DE Ley (1948) fanden 
eine Hemmung der Enzymsynthese bei Escherichia coli nach Verminde- 
rung der Stickstoffkonzentration des Mediums und geben damit einen 
Anhaltspunkt fiir die Existenz von Schwellenwerten. 


Methode 


Das Medium. Die Zusammensetzung eines kiinstlichen stickstoff-freien SiuB- 
wassermediums mittleren Salzgehaltes (Tab. 1) entsprach Durchschnittswerten von 
CrarK (1924) und Rope (1949) fiir die wichtigsten Kationen und Anionen. Spuren- 
elemente wurden nach Vorschlagen von Cav (1949) zugesetzt. Weiterhin wurden 
die in letzter Zeit haufig beobachteten wachstumsf érdernden Eigenschaften mancher 
chelatbildender Stoffe in Verbindung mit Metallionen beriicksichtigt (WEINBERG 
1957a; ScuEFFER u. Mitarb. 1957), deren Vorhandensein in natiirlichen Gewassern 
sehr wahrscheinlich ist. Verwendet wurden Citrat, Kojisiure (WEINBERG 1957a u. b) 
und Athylendiamin-tetraessigsiure (EDTA, Provasoxt et al. 1957) bei einem px von 
7,0—7,2. Der Gesamtgehalt an verunreinigendem Stickstoff der Chemikalien betrug 
maximal 0,8 y/l. Es wurde darauf geachtet, daB die Losung so wenig wie méglich mit 
ungereinigter Laborluft in Berithrung kam. 

Die Organismen und die Herstellung der N-Mangelkulturen. 44 Bak- 
terienstamme wurden aus verschiedenen nahrstoffarmen Gewassern auf folgendem 
Medium isoliert: Glucose 1 g; Pepton 0,1 g; NH,NO, 0,1 g; K,HPO, 0,1 g; Agar 15g; 
Leitungswasser 1000 ml. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von MacLrop 
et al. (1954) und Jonus (1957) war die Mehrzahl der Reinkulturen (37) nicht vitamin- 
bediirftig. Je ein Vertreter der drei vorherrschenden Gruppen wurde nach BERGEYS 
Manual (1948) bestimmt: Flavobacterium aquatile Frankland u. Frankland, Aero- 

g* 
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bacter aerogenes Kruse, Bacillus subtilis Fligge. Die Reinkulturen wurden im N-freien 
Medium ohne Glucosezusatz aufbewahrt, wobei sich nach etwa 6 Wochen eine 
Keimzahlverminderung um 60—80% zeigte. 

Die Anreicherung der Zellsuspension fand in2 1-Kulturen des oben angegebenen 
Isoliermediums ohne Agarzusatz bei 20—23° C statt. Nach 24 Std wurde die leicht 
getriibte Zellsuspension abfiltriert, gewaschen und nach direkter Bestimmung der 
Zelldichte (siehe unten) einer 5 1-Kultur des N-freien SiBwassermediums zugesetzt. 
Die berechnete Zelldichte von etwa 5000/ml wurde alle 24 Std erneut gemessen. War 
ein Unterschied der Zellzahlen zweier aufeinanderfolgender Bestimmungen stati- 
stisch nicht mehr gesichert (siche unten), dann wurde angenommen, da keine 


Tabelle 1. Bestandteile des kiinstlichen SiiBwassermediums in mg/l 


NaHCO, 21,0 K,HPO, 1,5 | Glucose 10,0 
KCl 7,0 FeCl, 0,1 
MgCl, 5,0 MnCl, 0,2. | Na-Citrat 1,0 
CaCO, 82,0 Al(SO,); 0,2 | Kojiséure 1,0 
MgSO, 29,0 EDTA 1,0 
NaSiO, 2.0 Salzgehalt 148,0 


weitere Vermehrung — auf Grund von Reserve-N — stattgefunden hat. Dieses 
,Aushungern‘‘ der Organismen fand bei 32° C statt und dauerte 4—10 Tage. Die so 
gewonnenen N-Mangelkulturen wurden durch Filtrieren durch Membranfilter konzen- 
triert, ihre Dichte bestimmt und in berechneter Menge 100 ml des N-freien Mediums 
in 200 ml-Erlenmeyerkolben zugesetzt, so daB die anfangliche Zellzahl in diesen 
Kulturen etwa 5000/ml betrug. Diese Zellzahl wurde ebenfalls mit der Platten- 
methode kontrolliert. 

Die Stickstoffquellen. Als N-Quellen wurden verwendet: NH,Cl, 
KNO,, Bacto-Pepton (Difco, 22,5°% N) und 24 Std bei 100° C in 6 n HCL 
hydrolysiertes Bacto-Pepton, weiterhin ein Gemisch von Aminosiduren 
(zusammengestellt nach Analysen von PETERSON et al. (1925) von Proben 
aus dem Mendota Lake): Tyrosin 90 mg, Tryptophan 70 mg, Histidin 
80 mg, Cystin 20 mg, Arginin 190 mg, dest. Wasser 100 ml. 1 ml dieser 
Losung enthalt 1 mg Amino-N. Die berechneten Konzentrationen des 
Stickstoffes nach Zusatz der N- Quellen zu den Kulturen betrugen: 500; 
250; 100; 75; 50; 25; 10; 5; 1 und etwa 0,5 y/I. 

Die Kultur. Die beimpften und mit der N- Quelle versehenen Kulturen 
wurden bei schwachem Schiitteln in einem improvisierten Brut- 
schrank bei 20—22° C aufbewahrt. Um bei den mit Wattestopfen ver- 
schlossenen Kulturgefiien den Einflu8 des Ammoniaks aus der Labor- 
luft auszuschalten, wurde der Brutschrank stiéndig von Luft durchstrémt, 
die vorher ein Siurebad passiert hatte. Kontrollkulturen mit N-freien 
Medien zeigten in mehreren Fallen deutliches Wachstum, wenn diese 
MaBregel nicht getroffen wurde. 

Die Zaihlung. Die Bakterienvermehrung wurde mit der mikroskopi- 
schen Zihlung der Zellen auf Membranfiltern (J annascu 1953) und der 
Kochschen Plattenmethode bestimmt. Die Membranfiltermethode hat 
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den Vorteil, daB die Ergebnisse in etwa 20 min vorliegen und der Ver- 
teilungsfehler durch Vermehrung der auszuzihlenden Gesichtsfelder (n’) 
verkleinert werden kann. Soll der Mittelwert (x) der Zahlwerte je Ge- 
sichtsfeld (Z) einen mittleren Fehler (S;) von 1°% haben Be = 0,01) , 
= (Z—a)* 
n—I1 

auszuzihlenden Gesichtsfelder (x = ee errechnet werden. Der Nach- 


dann kann nach Errechnung der Varianz |S? = die Zahl der 


teil der mikroskopischen Methode ist, da in alteren N-Mangelkulturen 
die Erkennbarkeit der Zellen (Gré8e und Farbbarkeit) abnehmen kann. 
Der mittlere Fehler der Plattenmethode (Medium siehe S. 115) kann bei 
10 Parallelplatten bis zu etwa 8°, betragen. Verklumpungen der Zellen 
oder Kettenbildungen, die nach Jennison (1937) die hauptsichliche 
Fehlerquelle der Plattenmethode darstellen, wurden bei den parallelen 
mikroskopischen Untersuchungen nicht beobachtet. 

Da bei diesen Zahlungen die Feststellung wesentlich ist, ob bei einer bestimmten 
N-Konzentration tatsachlich eine Zellvermehrung stattgefunden hat oder nicht, 
wurde in allen Zweifelsfallen die statistische Sicherheit mit dem ¢-Test (FIsHER. 


1950; Snepecor 1956) iiberpriift. Die Varianzen der Zahlwerte zu Beginn und nach 
Beendigung der Kultur wurden summiert (S7+- S?, = S?). Der mittlere Fehler ist 


hier Sz = // 283 . Der t-Test (: = = gibt an, mit wieviel Prozent Wahr- 
n x 

scheinlichkeit der gefundene Unterschied zwischen den beiden Zahlergebnissen 
existiert. Wird 95% erreicht, gilt der Unterschied als statistisch gesichert. 


Ergebnisse 


Zunachst wurde die Abhangigkeit der Bakterienvermehrung von der 
Kulturdauer bei vier verschiedenen NH} -N-Konzentrationen untersucht. 
Das Ergebnis fiir Flav. aquatile, das sich am empfindlichsten erwies und 
noch eine nachweisbare Vermehrung bei < 1,07 NHj-N/I zeigte, gibt 
Abb. 1 wieder. Unterhalb der NH} -N-Konzentration von 100 y/l wurde in 
allen Fallen zwischen 76 und 96 Std eine nahezu konstante Zellzahl je 
Konzentrationsstufe gefunden, d. h. nach reichlich 3 Tagen war keine 
Vermehrung mehr nachweisbar und vor etwa 4 Tagen noch keine Ab- 
nahme der Zellzahl. 

Von dieser Tatsache ausgehend wurde fiir die nihere Bestimmung der 
Schwellenkonzentrationen eine einheitliche Wachstumsperiode von 4 'Ta- 
gen gewahlt. Im folgenden wird von Vermehrung in der Kultur mit einer be- 
stimmten N-Konzentration gesprochen, wenn die Zellzahl nach dieser Zeit 
eindeutig héher war (Tab. 2) als die Ausgangszellzahl A (A Z=0). Zwischen 
dieser N-Konzentration und der nachst geringeren, in deren Kultur die 
Zellzahl kleiner als A war, liegt die eigentliche Schwellenkonzentration. 
Waren in allen Kulturen mit geringeren N-Konzentrationen die Zell- 


Bokrerienzah//m\ 


118 


H. W. JANNASCH: 


zahlen nicht eindeutig kleiner als A, dann wurde die niedrigste N-Konzen- 
tration, die noch eine Vermehrung hervorrief, mit dem Vorzeichen < an- 
gegeben (Tab.3). — Eine genauere Bestimmung der Schwellenkonzen- 
tration (a) durch Ermittlung des Schnittpunktes der errechneten Geraden 
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Abb.1. Vermehrung von Flav. aquatile in Abhingigkeit von 
der Zeit fiir verschiedene Konzentrationen von NHj-N (in 


y/l). Fiir die eingeklammerten Werte war der ¢-Test negativ 


AZ=a-+kKN (k= Kon- 
stante, IN — N-Konzen- 
tration) mit der Kon- 
stanten A Z = 0 war nicht 
moglich, weil in diesem 
Bereich offensichtlich kein 
proportionales Verhaltnis 
zwischen AZ und N be- 
steht (Abb. 2, I). 


Ineinem Vorversuch wurde 
die Wirksamkeit der dem 
Medium zugesetzten Chelat- 
bildner untersucht (Tab. 2). 
Die Vermehrung in Abhangig- 
keit zu verschiedenen Kon- 
zentrationen des Aminosaure- 
gemisches (siehe S. 116) zeigte 
keinen Unterschied im reinen 
Medium (-+ Glucose) und 
nach Zusatzen von Citrat und 
Kojiséure. Eine deutliche Ver- 
mehrungsférderung trat bei 


Tabelle 2. Vermehrung von Bac. subtilis (Zellzahl in 10°/ml )in Abhdngigkeit verschiedener 
Konzentrationen eines Gemisches von Aminosiéiuren (siehe S.116) und einiger 


Chelatbildner 


Der t-Test gibt an, ob die jeweilige Zellzahl kleiner, gréBer oder statistisch indifferent 
zu der Zellzahl A bei Beginn der Kultur ist. Die Schwellenkonzentrationen des 
Amino-N liegen im Bereich der fettgedruckten Zahlen 


enIGOLNT Medium ohne Medium + Medium + Medium + Medium ohne 
in y/l Zusatz* t-Test|/ EDTA t-Test|Citrat t-Test|Kojisiure t-Test|Zusatz* t-Test 
A = 4,87 A = 6,10 A = 4,91 A = 4,73 A = 4,44 
a i ai as Ee ee 
0 3,00 “<= A 4 82 PeAN) 12:83 AN 62,27 Caan ao 5 eect 
1 2: BRE ate 8,19 NS Alin? 62s SASets Sower 
10 oy Leu 551 ~A | 4,06 ; ly eae 25h Simoes 
25 8,98 ,, 6,94 >A] 3,84 ,, Rage WE Me 
50 5,49 ~A]| 7,48 ,, 4,60 ~A'| 8,99 = A 1 78,01 =, 
715 6,16 Sar oo CFLS ME gas 5,50 ~ A 
100 22,32 «>, “HES Geman rami soddin: 665 >A| 811 >A 
500 165,80~ 5) “1S5;800., 1204:700 95:10 ee eae 2050 mee 


* Glucose und Phosphat gemeinsam. 
2 getrennt autoklaviert. 
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Zusatz von EDTA auf, wobei die Méglichkeit besteht, da sein Amin-N-Gehalt von 
etwa 3% als N-Quelle benutzt wird. Dieser Verdacht wurde bestarkt durch das 
Ergebnis eines zusatzlichen Versuches, bei dem das reine Medium — aber nach 
getrenntem Autoklavieren der Glucose und des anorganischen Phosphates — ver- 
wendet wurde. Nach Ramsry u. LanxKrorp (1956) entsteht beim gemeinsamen 


bakterrenzahl/m\ 


& | | | | | ue if Fas 
0 V Os 10 A ee 70 AS, 50 7% 100 
NHQ-N iz p/L 
‘Abb. 2. Vermehrung von Flav. aquatile nach einer Kulturdauer von 4 Tagen in Abhiingigkeit von der 


NH}-N-Konzentration. ITundII Zihlung auf Membranfilter, III Plattenzihlung. A Zellzahl 
bei Beginn der Kultur. Fiir die eingeklammerten Werte in JI und III war der ¢-Test negativ 


Autoklavieren von Glucose und Phosphat ein Produkt, das ebenfalls die wachstums- 
férdernden Eigenschaften mancher chelatbildender Verbindungen besitzt. DaB 
derartige Stoffe Metallionen in toxischer Konzentration binden oder in sehr geringer 
Konzentration fiir die Organismen verfiigbar machen (WEINBERG 1957 a), ist jedoch 
keine eigentliche Erklarung fiir den hier beobachteten Effekt (Tab.2): Die Senkung 
des Schwellenwertes der N H{-N-Konzentration. SprGEAnrt et al. (1957) bemerken 
allerdings, da der ,,GP-Faktor* (Glucose-Phosphat) die Zellteilung beschleunigt, 
ohne einen EinfluB auf die gebildete Menge der Zellsubstanz zu haben. Die folgenden 
Untersuchungen wurden daher ohne die Zusatze der genannten Stoffe vorgenommen. 


Die Lage des Schwellenwertes unter den willkiirlich gewihlten Konzen- 
trationsstufen der verschiedenen N-Quellen fiir die Vermehrung der 
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3 Organismen wurde zuerst mit Hilfe der direkten Bakterienzahlung in je 
3 Parallelkulturen festgestellt (Abb.2, /). Die Untersuchung wurde fiir 
die letzten 2 negativen und ersten 2 positiven N-Konzentrationen wieder- 
holt (Abb.2, //). Hine weitere Kontrolle fand mit der Plattenmethode 
statt, deren Ergebnisse in Abb.2, 7/7 zusammen mit dem Fehlerbereich 
wiedergegeben sind. Obgleich der Zahlfehler der direkten Methode weit 
geringer ist, sind hier die Ergebnisse der kulturellen Methode wertvoller, 
weil nach Z1rEGLER u. Hatvorson (1935) sowie JENNISON (1937) bei den 
hier angewendeten Kulturbedingungen mit der Gegenwart von inaktiven 
oder nicht-vermehrungsfahigen Zellen zu rechnen ist. 


Tabelle 3. Bereiche der Schwellenkonzentrationen des Stickstoffes (in mg/l) 
in verschiedener chemischer Bindung fiir dieVermehrung dreier Bakterienstimme 


us aterg Amino-N des .. Pepton- 
| NH;-N NO,-N A.S. Gemisches| Pepton-N Hydrolysat-N 
Flav. aquatile i 100—250 50—100 / 10— 50 < 25 
Aerob. aerogenes 10—75 100—500 100—250 75—100 75— 100 
Bac. subtilis <a50 10— 50 25—100 50—100 < 25 


Die Ergebnisse zeigen die Existenz von Schwellenkonzentrationen des 
Stickstoffes unter den gegebenen Bedingungen. Bei héheren Konzen- 
trationen wurde kein proportionales Verhaltnis zwischen Zellvermehrung 
und zugegebener N-Menge gefunden. In der Ubersicht der Ergebnisse 
fiir alle 3Stamme (Tab.3) fallen in erster Linie auf: 1. Die relativ hohen 
Schwellenkonzentrationen von NO,-N fiir Flav. aquatile und Aerob. 
aerogenes, 2. die im Vergleich dazu geringen Schwellenkonzentrationen 
von NH;-N und Pepton-Hydrolysat-N fiir alle 3 Organismen und 3. 
die relativ hohen Schwellenkonzentrationen aller N-Quellen fiir Aerob. 
aerogenes. 

Bei der mikroskopischen Auszihlung der Bakterien wurde eine ver- 
schiedene durchschnittliche Zellgré8e in Abhangigkeit von der N-Kon- 
zentration der Kultur beobachtet, eine Erscheinung, die in HEnricts 
Monographie (1928) eingehend behandelt wird. Die Messung von 300 bis 
500 Zellen je Kultur mit einem Okular-Schraubenmikrometer fiihrte aller- 
dings nur bei Bac. subtilis zu Werten, die sich auf der 95° Basis stati- 
stisch sichern lieBen. Sie werden in Abb.3 (@) lediglich als Faktor der 
GréBenzunahme linear angegeben, ausgehend von dem Durchschnitts- 
wert der ZellgréRen zu Beginn der Kultur. Bei Vernachlassigung der 
raumlichen Struktur der Zellen ergibt das Produkt dieser GréBenfaktoren 
und der Zellzahl einen hypothetischen Wert fiir die gebildete Zellsub- 
stanz, der in Abb.3 (H) als Zahl gleichgroRer Zellen mit dem GréRen- 
faktor 1 wiedergegeben wird. Die genaue und absolute Bestimmung der 
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gebildeten Zellsubstanz ist bei den Konzentrationen von 0,1—10y 
Trockensubstanz je 100 ml nicht méglich. Die Schatzung zeigt, daB eine 
Bildung von Zellsubstanz bereits bei geringeren NH} -N-Konzentrationen 
auftritt, als sie durch Zellvermehrung in Erscheinung tritt. Hinen Ver- 
gleich mit der Reaktion des Betriebsstoffwechsels auf geringe N-Konzen- 
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Abb. 3. Vermehrung (V) und relative Gré®enzunahme (@) der Zellen von Bac. subtilis nach einer 

Kulturdauer von 4 Tagen in Abhangigkeit von der NH{-N-Konzentration. H aus V und G ge- 

schiitzte Zunahme der Bakteriensubstanz als Zahl von Zellen mit dem Gré8enfaktor 1. A Zellzahl 
bei Beginn der Kultur. Fiir den eingeklammerten Wert war der ¢-Test negativ 


trationen des Mediums erméglichen die Ergebnisse von ZOBELL u. GRANT 
(1943). Sie fanden mit Rohkulturen einen noch nachweisbaren O,-Ver- 
brauch bei 250 y Pepton/I (etwa 50 y Pepton-N/l). 


Diskussion 

Aus der zusammenfassenden Darstellung von HuTCHINSON (1957) geht 
hervor, daB die niedrigsten Gehalte an gebundenem Stickstoff in einer 
groBen Zahl untersuchter Seen durchschnittlich bei 10—50y/l lagen, 
wobei der im Seeton enthaltene Stickstoff nicht beriicksichtigt ist. Die 
Mehrzahl der N-Konzentrationen sind danach in natiirlichen Gewassern 
hoher als die gefundenen Schwellenwerte der vermehrungsbegrenzenden 
N-Konzentrationen fiir die untersuchten Bakterien. Es kann daraus 
jedoch nicht der Schlu8 gezogen werden, da der Stickstoff in solchen 
Gewassern als Minimumfaktor nicht in Frage kommt. Abgesehen davon, 
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da die Organismen auf Stickstoff in verschiedener chemischer Bindung 
ungleich reagieren, ist die Verfiigbarkeit der N-Quelle von komplexen 
chemischen und physikalischen Faktoren des natiirlichen Mediums ab- 
hangig. Die Untersuchungen von WAKSMAN u. CaREy (1935), VON BRAND 
et al. (1939, 1941 u. 1942) und ScoprntzEv u. Brook (1940) sprechen 
dafiir, daB nur ein Teil des in natiirlichen Gewassern nachweisbaren 
Stickstoffes fiir die Bakterien verfiigbar ist. Weiterhin wird ein Vergleich 
mit den natiirlichen Verhaltnissen erschwert durch die ungeklarte Frage 
der Anpassung der Mikroorganismen an die hohen Nahrstoffkonzen- 
trationen wahrend der Isolierung und Reinzucht. 

Der Vergleich der gefundenen Schwellenkonzentrationen des Stick- 
stoffes in organischer Bindung fiir die Bakterienvermehrung zeigt, dal 
der grdBere Gehalt des Peptonhydrolysates an freien Aminosdéuren und 
NH, dem unbehandelten Pepton gegeniiber die Assimilation des Stick- 
stoffes bereits bei geringeren Konzentrationen erméglicht. Das Gemisch 
der von PETERSON et al. (1925) im Wasser des Mendota Lake gefun- 
denen Aminosduren war nur fir Bac. subtilis in verhaltnismaBig 
geringer Konzentration verwendbar. Es ist méglich, da ihr Vor- 
kommen im natiirlichen Substrat auf ihre schwere Angreifbarkeit 
zurickzufiihren ist. 

Nach Korinexks Definition (1932) sind Bakterien ,,oligo-nitrophil”, 
wenn sie auf Agarnihrbéden ohne Stickstoffzusatz Kolonien zu bilden 
vermogen. Auf Flissigkeitskulturen bezogen entsprechen etwa 700 y N/l 
dem Stickstoffgehalt der verwendeten Agarmenge. Eine NH{-N-Konzen- 
tration dieser Hohe ergab eine Triibung der Kulturen von Flav. aquatile 
und Bac. subtilis, nicht aber von Aerob. aerogenes. 

Ks ist von limnologischem Interesse, da die Schwellenkonzentrationen 
anorganischen Stickstoffes fiir die Vermehrung von planktischen Algen 
einen ahnlichen Bereich umfassen wie die hier fiir Bakterien gefundenen. 
Lup (1950) fand fiir Asterionella, daB sie sich noch unter 100 y N/1 ver- 
mehren kann. BARKER (1935) gibt einen Konzentrationsbereich von 
1—10 y N/I fiir marine Dinoflagellaten an. Pediastrum ist nach ALEEV u. 
Muprerzova-Viss (1936) noch bei 2 y N/I fihig, zu wachsen. Cuu (1943) 
fand eine bessere Aufnahme des NO;-N als des NH{-N bei mehreren 
planktischen Algen. Der umgekehrte Fall wird von ALEEV u. MupDRET- 
zovA-Viss (1936), Harvey (1940) sowie PrarsaLy u. Loose (1937) be- 
schrieben. BuTKEvicH u. BogpaNnova (1939) fanden in Ubereinstimmung 
mit den vorliegenden Ergebnissen, daB NH}-N fiir Bakterien die bevor- 
zugte N-Quelle darstellt. Stamme, die N O;-N verarbeiteten, konnten 
auch NH}-N verwenden, nicht aber umgekehrt. Nach Stanter et al. 
(1957) gilt allgemein die Auffassung, daB die notwendige Reduktion des 
NO,-N mafgebend fiir seine Verwendung als N- Quelle ist. OstmRLEND 
(1947) fiihrt aus, da der py bei der Verfiigbarkeit von NHj{-N und NO;-N 
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fiir die Organismen eine groBe Rolle spielt, und nach Hutcurson (1957) 
sind die oft stark schwankenden NH7/NO, -Verhaltnisse in natiirlichen 
Gewassern ein wichtiger Faktor fiir die Entwicklung der Mikroflora. 


Summary 


Minimal growth-limiting concentrations of different nitrogen sources 
were tested in liquid cultures of Flavobacteriwm aquatile, Aerobacter 
aerogenes, and Bacillus subtilis in population densities of approximately 
5000 cells/ml. Evidence of multiplication was given by plate counts and 
microscopic counts on membrane filters. The lowest nitrogen concentra- 
tions at which multiplication occured (threshold concentrations) ranged 
from < 1 to 500 y/l and depended upon both the kind of nitrogen source 
and the organism used (Table3). A. aerogenes proved to require larger 
concentrations of nitrogen than the two other organisms. Nitrogen of 
ammonia and of hydrolysed peptone showed lower threshold concen- 
trations than nitrogen of nitrate and untreated peptone, respectively. 
Microscopic measurement of the cell size indicated formation of cell 
material of B. subtilis at concentrations of ammonia-nitrogen lower than 
those necessary for multiplication. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie Jena 
der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin) 


Zur Feinstruktur der Sarecina ventriculi* 


Von 
H. KNOLL und W. NIKLOWITZ 


Mit 11 Textabbildungen 
(Hingegangen am 12. Juli 1958) 


Die Sarcina ventriculi, die 1842 von Joun Goopstr im Mageninhalt 
eines Kranken entdeckt wurde, gehdrt zweifellos zu den interessantesten 
Mikroorganismen, eine ungewdhnlich groBe, anaerobe Sarcine mit 
cellulosehaltiger Wand, die bei 37°C in pepton- und zuckerhaltigen 
Medien wichst. 


_ BEIsERINCK zeigte 1905, daB sie praktisch aus allen Erden isoliert werden kann, 
wenn man eine geeignete Pepton-Zucker-Lésung so stark ansauert, daB alle anderen 
Erdmikroben an der Vermehrung gehindert werden. Dabei geht der py-Bereich fiir 
die Vermehrungsfahigkeit der S. ventriculi praktisch von py 1 (Magensaft!) bis 
pu 10. In welcher Form die S. ventricult im Erdboden vorkommt, ist noch durchaus 
ungeklart. In der Kultur mu8 sie innerhalb kurzer Zeitabstande (1—3 Tage) in neues 
Medium iibertragen werden; so ist jahrelange Weiterziichtung méglich. 

JAN Smit (1930) hat den Garungssarcinen S. ventriculi, S. maxima, S. methanica 
auf Grund eingehender eigener Untersuchungen eine Monographie gewidmet, die 
heute noch die Grundlage fiir die Kenntnis dieser eigenartigen Mikroorganismen 
darstellt. ; 

Friihere eigene Untersuchungen (HK) verwandten die Sarcina ventriculi als 
Objekt fiir Versuche zur Konservierung von Mikroorganismen. Das einzige, aller- 
dings erstaunliche Resultat gaben Versuche unseres Mitarbeiters G. Koou (1948), 
nach dem die Zugabe minimaler Agarmengen zur Kulturfliissigkeit die Lebensdauer 
von wenigen Tagen auf 3 Monate erhéht. H. OrHRING (1953) untersuchte in einer 
Dissertation aus unserem Institut die Empfindlichkeit der Sarcina ventriculi gegen 
Antibiotica und Chemotherapeutica als Vorarbeit zur Gewinnung durch Anti- 
biotica-Resistenz markierter Stamme. 

Gleichzeitig mit biochemischen Untersuchungen iiber die Nucleinséuren der 
Garungssarcinen studierten wir im Zuge unserer elektronenmikroskopischen Sub- 
strukturforschung an Mikroorganismen, insbesondere an Bakterien, den Feinbau der 
Sarcina ventriculi mittels der Ultradiinnschnittechnik. 


Material und Methoden 


Zu unseren Untersuchungen verwandten wir Sarcina ventriculi Stamm 2, die 
16 Std in Malzbriihe (pp 4,8) bei 37° C bebriitet wurde?. 


* Herrn Prof. Dr. A. Rrepri-BaxpzEs in tiefer Verehrung zu seinem 70. Geburts- 


tag gewidmet. 
1 Fraulein C. Kocu danken wir fiir die Anzucht des Untersuchungsmaterials und 


fiir die lichtmikroskopische Assistenz. 
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Die Fixierung und Einbettung des Untersuchungsmaterials erfolgte nach einer 
Vorschrift, wie sie NrkLowrrz (1958a) vorgeschlagen und die sich auch fiir diese 
Organismengruppe als besonders geeignet erwiesen hat (py der Fixationsfliissigkeit 7). 
Die Ultradiinnschnitte wurden mit dem Ultramikrotom nach Nrkiowrrz (1955) 
hergestellt!. Die Photogramme wurden mit einem elektromagnetischen Uber- 
mikroskop (40—100 KV, Werk fiir Fernmeldewesen ,,WF*, Berlin-Oberschéne- 
weide) auf Elektronenplatten (hart, Agfa-Wolfen) aufgenommen. 


Ergebnisse 

Beim Studium ultradiinner Schnitte kann man an der Einzelzelle der 
Sarcina ventriculi einmal die Zellwand mit der Schleimhiille, das Cyto- 
plasma einschlieBlich der Mitochondrienaquivalente und den Bereich der 
Kernaquivalente als morphologische Gebilde oder Zellbereiche erkennen, 
wie sie im nachfolgenden naher beschrieben und analysiert werden sollen. 
Zum anderen werden Beobachtungen zur Lage der einzelnen Zellen im 
Zellpaket in Verbindung mit den Beobachtungen zur Zellwand mitgeteilt. 


Schleimhille 


Wiahrend die Hinzelzelle nach auBen durch eine Zellwand begrenzt ist, 
wird das gesamte Zellpaket und in diesem ebenfalls jede einzelne Zelle 
von einer Schleimhitille umgeben (Abb. 1—10 8). Die Schleimhiille 
weist dagegen keine distinkte auBere Begrenzung auf und ist selbst nur an 
den osmiophilen Strukturen zu erkennen, die die einzelnen Zellen um- 
geben. Diese osmiophilen Strukturelemente der Schleimhiille besitzen 
amorphen Bau und scheinen andererseits fest an der Zellwand zu haften. 
Dadurch wird eine scharfe éuBere Begrenzung der Zellwand verwischt, 
und diese ist demnach nur undeutlich zu erkennen. Fidige Aggregationen, 
wie sie besonders fiir die Schleimhiillen und -scheiden der Cyanophyceen 
beschrieben wurden (BRINGMANN 1951, FRey-Wysstine u. STECHER 
1954, Metzner 1955, Nrxtowrrz u. Drews 1956), konnten am vor- 
liegenden Objekt nicht beobachtet werden. Neuerliche Untersuchungen 
an verschiedenen anderen Bakterienschleimen wurden von CLaAus u. 
Mitarb. (1958, daselbst weitere Literaturangaben) und Prennie (1958) 
durchgefiihrt. Die osmiophilen Strukturen der Schleimhiille sind auch in 
den Zwischenriumen der einzelnen Zellen innerhalb des Zellpaketes fest- 
zustellen. Daraus geht hervor, daB jede einzelne Zelle von einer Schleim- 
schicht vollstindig umgeben ist und diese wahrscheinlich die Kittmasse 
fiir das Zusammenhaften der Kinzelzellen im gesamten Zellpaket darstellt. 


Zellwand 
Die Zellwand besteht aus zwei Membranen und ist im Mittel 30 mu 
dick. Sie ist bei diesem Untersuchungsobjekt erheblich dicker, als dies 
besonders fiir gramnegative Bakterien angegeben und gezeigt wurde 


1 Fraulein W. Hineerr danken wir fiir die Herstellung der Ultradiinnschnitte, 
Herrn G. Wacusmurs fiir die Anfertigung der Aufnahmen. 
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(Tomry u. May 1955 u. a.). Die Doppelschichtigkeit der Zellwand ergibt 
sich aus der Beobachtung, da hier drei osmiophile Grenzschichten zwei 
hellere Zwischenlagen einschlieBen (Abb. 2, 8), wobei allerdings zu bemer- 
ken ist, daB die 4uBere Zwischenlage kompakter und starker elektronen- 


Abb. 1. Sarcina ventriculi: Schnitt durch eine Zellage eines Zellpaketes. Zw Zellwand, Cy Cytoplasma, 
K Kerniquivalent, S Schleimhiille. (Abb. 1—10 sind bei einer OriginalvergréBerung von 8700:1 
aufgenommen und nachvergréBert. Der Strich gibt jeweils die Entfernung von 0,5 w an) 


streuend ist als die innere Zwischenlage. Die Zellwandbeschaffenheit 
gleicht in sehr starkem Mabe dem Aufbau der Zellwinde der Cyano- 
phyceen (NrkLOowITz u. DREWS 1956, 1957). Auf Grund dieses Hr- 
scheinungsbildes kénnte man vermuten, daB die innere Membran plas- 
matischer Natur sei, wie dies verschiedentlich fiir Cyanophyceen und auch 
Bakterien festgestellt wurde (Scanca 1950, RUHLAND u. HoFFMann 1925, 
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Mrrzner 1955, Lit. siche DRAwERT 1949). Die innere osmiophile Grenz- 
schicht (Abb. 2G?) kann durchaus der sogenannten Plasmamembran 
entsprechen, wie sie neuerdings Murray (1957) fiir ein Spirillum 
(60 A) und Bacillus cereus (25—50 A) und Tomurn u. May (1955) fiir 
Escherichia coli (thinner than 100 A) beschrieben haben, wenn auf Grund 
noch unbekannter Faktoren eine Art Plasmolyse erfolgt, d. h. das Cyto- 
plasma sich von der Zellwand lést und so sichtbar wird. Diese osmiophile 
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Abb. 2. Sarcina ventriculi: Ausschnitt aus dem Bereich der Beriihrungsstelle zweier Zellen. 
Gi innere osmiophile Grenzschicht 


Grenzschicht ist im Mittel 35 A dick. Nach den Untersuchungen von 
SuRINGAR (1865) und Snir (1930) soll die Zellwand von Sarcina ventriculi 
Cellulose enthalten. Hier sind weitere Untersuchungen notwendig. 

Das Verhalten der Zellwand wahrend der Zellteilung gleicht dem der 
Cyanophyceen, insbesondere den Vertretern aus der Familie der Nosto- 
caceae (NIKLOwITzZ — unveroffentlichte Beobachtung). Das erste sicht- 
bare Zeichen der ,,Durchschniirung™ der Zellen — denn als solches kann 
man diesen Vorgang nur bezeichnen —, ist (bis auf die Formveranderun- 
gen der Kernaquivalente, wie dies weiter unten noch naher geschildert 
wird) das Auftreten von sogenannten Héckern an der Zellwand (Abb.9, 
rechte Zelle oben). Sie treten stets in der Zweizahl auf und sind diametral 
in der Zelle angeordnet. Diese Hocker stellen die Schnittbilder einer 
Leiste dar, die man sich riéumlich als eine die gesamte innere Zellwand 
umgebende Ringleiste vorzustellen hat. Diese Ringleiste stellt letzten 
Endes eine Kinfaltung der gesamten Zellwand dar, wobei allerdings zu 
beriicksichtigen ist, da die neuen Zellwandelemente am Innenrand des 
Héckers neu gebildet werden. Ob wir es hier mit einem ahnlichen Vorgang 
zu tun haben, wie wir dies schon fiir Phormidium uncinatum beschrie- 
ben haben (NrkLowrrz u. DREws 1956), kann nach dem vorliegenden 
Untersuchungsmaterial noch nicht entschieden werden. In einem 
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fortgeschrittenen Stadium der Durchschniirung spaltet die Ringleiste von 
auBen beginnend auf unter gleichzeitiger Verschleimung des Zwischen- 
raumes (Abb. 8). In den zentralen Beriihrungsstellen der neuen Zellen 
hingegen bleiben die Zellen noch eine Zeitlang dicht nebeneinander legen 
(Abb. 9, rechte Zelle unten). 
Cytoplasma 

Das Cytoplasma von S. ventriculi zeigt auch nach den verschiedensten 
Fixierungen stets eine globulére Grundstruktur, in Ubereinstimmung mit 
den Untersuchungsergebnissen anderer Autoren an den verschiedensten 
Vertretern der Bakterien. Die granuliren Kérnchen haben eine Grofen- 
ordnung von 60 A bis 100 A und scheinen auBerdem in einer noch feiner 
granuléren Grundsubstanz zu legen (Abb. 2). Das Cytoplasma weist 
ferner im allgemeinen eine dichte Packung auf (Abb. 1—10). Die granu- 
laren Grundstrukturkérachen weisen demnach eine homogene Verteilung 
auf und lassen auch an diesem Untersuchungsobjekt Zusammenlagerun- 
gen zu groBeren cytoplasmatischen Grundstruktureinheiten nicht 
erkennen (siehe NrkLowitz 1958b fiir Escherichia col). In einigen Fallen 
konnte eine eigentiimliche siebartige Struktur, und zwar in un- 
mittelbarer Nahe der Mitochondriendquivalente beobachtet werden 
(Abb. 9 Z). Ob es sich bei den zuletzt beschriebenen Cytoplasmapartien 
um spezifische Strukturelemente des Cytoplasmas handelt oder ob es 
jeweilige Bildungen in bestimmten Phasen des Cytoplasmas wahrend des 
Zellwachstums- und Zellteilungsprozesses sind, mu spateren Unter- 
suchungen vorbehalten bleiben, vor allem auch deshalb, weil sie relativ 
selten in Erscheinung treten. Ebenso kann hier noch nicht entschieden 
werden, ob zwischen den Einzelzellen des Zellpaketes plasmatische 
Verbindungen in Form von Plasmodesmen vorhanden sind, deren 
mogliche Existenz man durchaus in Betracht ziehen mub. Nach den 
vorliegenden Untersuchungsergebnissen — allerdings scheinen solche 
Plasmabriicken zwischen den einzelnen Zellen nicht vorhanden zu sein. 

Das Cytoplasma, welches fest an der Zellwand haftet, umgibt stets die 
Bereiche der Kernaquivalente. Uber die jeweilige Verteilung und Anord- 
nung des Cytoplasmas wahrend der Zellwachstums- und Zellteilungs- 
prozesse wird im Zusammenhang mit den Beobachtungen der Kern- 
aquivalente hingewiesen. 

Mitochondriendquivalente 

Die Mitochondrienaquivalente liegen ausnahmslos der Zellwand dicht 
an und sind kugelig bis ovoid (Abb. 3—8). Sie besitzen einen mittleren 
Durchmesser von 250 mu. Gegen das umliegende Cytoplasma sind sie 
durch eine osmiophile Grenzschicht abgetrennt (Abb. 4, 6,7, 8 M). 
Manchmal hat man den Hindruck, als ob diese osmiophile Grenzschicht 
doppelt konturiert ist (Abb. 4,6,7,8). Eine definitive Entscheidung mu 
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den Beobachtungen an Aufnahmegeraten mit hoherem Auflosung 
: ; : Fs 
vermdgen iiberlassen bleiben (siehe NrkLowrrz 1958 b). 


Abb. 3—7. Sareina ventriculi: Zellen und Zellausschnitte mit Mitochondrieniiquivalenten (M), die 
von einer osmiophilen Grenzschicht umgeben sind und lamellenihnliche Strukturierung aufweisen 
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Im Gegensatz zur Grundstruktur des Cytoplasmas sind die Mito- 
chondrienaquivalente bedeutend feinkérniger granuliert, wobei schwache 
Andeutungen einer Anordnung der Kérnchen zu lamellenahnlichen 


Abb. 8. Sarcina ventriculi: Zelle in einem bestimmten Teilungsstadium 
mit diffuser Verteilung der chromatischen Bereiche (K) 


Strukturen zu erkennen sind (Abb. 3, 4, 7, 8). Es sind also dieselben Bau- 
eigentiimlichkeiten, wie wir sie schon fiir andere Mikroorganismen_be- 
schrieben haben. E 
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Interessant ist ferner die Beobachtung, wonach die Mitochondrien- 
iquivalente auch nach weniger gecigneten Fixierungen als kompakte 
Gebilde in ihrer Form erhalten bleiben (Abb. 6), was auch aus 


Abb. 9. Sareina ventriculi: Schnitt durch eine Zellage eines Zellpaketes, Zellen in verschiedenen 
Teilungsstadien. Z Grobe netzartig aggregierte Plasmapartien in der Niihe der Mitochondrien (1/7) 


Homogenisationsversuchen bei biochemischen Untersuchungen zu 
schlieBen ist. AuSerdem sind die Mitochondrienaiquivalente in allen 
Zellwachstums- und Zellteilungsphasen in der beschriebenen Form in 
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den Zellen vorhanden (Abb. 8,9). Diese Tatsache schliet eine denk- 
bare Identitaét dieser Gebilde mit eventuellen Kernen oder Kernaqui- 
valenten aus. 

Lichtmikroskopische Untersuchungen zur Frage der Redox-Orte 
ergaben nach Verwendung verschiedener Redox-Indicatoren (TTC, 
Stilben-TC, Janusgriin B) eindeutig die Existenz je eines Redox-Ortes in 
jeder Zelle, wie es schon McLuan u. Mitarb. (1955) fiir Streptococcus 
pyogenes und Diplococcus pneumoniae beschrieben haben. AuBerdem kann 
man schon lichtbrechende Granula im Lichtmikroskop (Phasenkontrast) 
erkennen (Abb. 11). Inwieweit diese Granula mit den weiter oben be- 
schriebenen Mitochondrienaquivalenten identisch sind, oder ob es sich 
um kondensierte Phosphate (NrKLowiTz u. Drews 1955, NIKLOWITZ 
1957, Drews u. NrKLowi1Tz 1956, 1957) handelt, kann hier noch nicht 
entschieden werden. Von grundlegender Bedeutung ist jedenfalls die 
Beobachtung, da& man im Cytoplasma von S. ventriculi am Ultradiinn- 
schnitt besondere plasmatische Gebilde feststellen kann, die tiberwiegend 
in der Einzahl vorhanden sind. Nach unseren bisherigen Untersuchungs- 
ergebnissen sind diese Zellgebilde jenen Zellbestandteilen identisch, wie 
wir sie schon fiir Escherichia coli als Mitochondrienaquivalente (NIKLO- 
wirz 1958b) und in Cyanophyceen als _ferment-aktive Granula“ 
(Drews u. NrxLowrrz 1956, 1957) beschrieben haben. 


Kerndaquivalente 

Wahrend das die Kernaiquivalentbereiche umgebende Cytoplasma 
mehr oder weniger kompakt erscheint, manifestiert sich der Be- 
reich der Kernaquivalente selbst als fast elektronenoptisch leerer 
Raum (Abb. 1, 10) (BrRCH-ANDERSEN u. Mitarb. 1953: Kern-Vacuole). 
Diese Zellbereiche sind auf Grund obiger Erscheinungen zwar deutlich 
zu erkennen, doch ist eine signifikante Abgrenzung in Form einer 
Membran oder Grenzschicht nicht eindeutig zu beobachten, obwohl man 
manchmal solches an einigen Stellen vermuten konnte (Abb. 1, 10). 
Vielmehr kann man jedoch in der Hauptsache eher feststellen, da die 
zarten Faden, die eine lockere, grobmaschige Grundstruktur der Kern- 
aquivalente bilden, sich aus dem Cytoplasma in die Kernaquivalente 
hinein fortsetzen oder umgekehrt (PREUSSER 1958 ,,offener Zellkern’’). 
Die Faden besitzen einen Durchmesser von 35 A und konnen die Kern- 
aquivalente kontinuierlich durchsetzen; d.h. sie konnen von der einen 
Kernaquivalentseite zur gegeniiberliegenden Seite verlaufen. Zur Frage 
der Natur und Interpretation dieser fadigen Grundstrukturen der Kern- 
aquivalente wird im Zusammenhang mit anderen Beobachtungen des 
submikroskopischen Feinbaus der Kernaquivalente der Bakterien in 
einer folgenden Mitteilung berichtet (siche NIKLOWITZ 1958b). Soviel 
kénnen wir jedoch schon nach unseren bisherigen Ergebnissen hier aussagen, 
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dap diese Strukturen vorliufig in keiner Weise mit Chromosomen oder 
chromosomalen Elementen identifiziert werden kénnen. 

Von besonderem Interesse ist ferner die Formenvielgestaltigkeit der 
Kerniquivalente; und zwar gleichen die Formen der feulgenpositiven 
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Abb. 10. Sarcina ventriculi: Zelle unmittelbar vor der Durchschniirung (Teilung). 
Kerniquivalentbereiche (K) mit feinstriingiger Grundstruktur 


Orte nach der Kernfairbung nach Ropryow (1949) den Kernaquivalents- 
formen, wie sie in den Schnitten in Erscheinung treten. Man kommt 
folglich nicht umhin, festzustellen, da& die Lokalisation der DNS in den 
oben beschriebenen Bereichen der Kernaiquivalente zu sehen ist (BrRcH- 
ANDERSEN u. Mitarb. 1953, Tomiin u. May 1955, KeLLENBERGER u. 
RyTer 1955, Prekarskr u. Gresprecut 1956, PrekaRSKI u. PoNTIERI 
1956, PReusserR u. Mitarb. 1957 u. a.). Die Bilder wechseln zwischen den 
beiden extremen Erscheinungsformen, und zwar einmal in der zentralen, 
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kompakten Lagerung der Kernaquivalente in der Zelle (Abb. 1) und zum 
anderen in einer diffusen, iiber die ganze Zelle verteilten Lokalisation der 
chromatischen Substanzen (Abb. 8, 9). Dazwischen gibt es eine Reihe von 
Zwischen- und Ubergangsformen, die sich entweder als halbmondformige 
(Abb. 10), ringformige (Abb. 1, linke Zelle oben) oder grob-netzformige 
Gebilde (Abb. 9) zu erkennen geben. Auf Grund dieser Erscheinung zeigt 
auch das Cytoplasma zwangslaufig eine unterschiedliche Lagerung und 
Anordnung. 

Das Zustandekommen von Nucleolusformen im Kernaquivalent wird 
auf der Abb. 1 recht anschaulich demonstriert (rechte Zelle oben). Diese 
Bildungen stellen nichts anderes dar, als 
die in einer bestimmten Ebene und quer 
geschnittenen fingerformigen Fortsatze des 
Cytoplasmas, die in die Kernaquivalente 
hineinragen (Abb. 1, linke Zelle oben). 

Die Fragen zur Existenz und zum Tei- 
lungsmodus der Coccaceae sind wiederholt 
Gegenstand cytomorphologischer Unter- 
suchungen gewesen (zusammenfassende Lit. 
siehe Knayst 1938, 1942, 1944, Lewis 1941, 


DELAMATER u. WooDBoRN 1952, RoBInow Abb. 11. Sarcina ventriculi: 4 Zell- 
‘ pakete mit starker lichtbrechenden 


1956). Wahrend die Existenz von Kern- — Granula (@). Phasenkontrastauf- 
Aquivalenten (PIEKARSKI 1949: Nucleoide nahme, Untersuchungsmedium Ge- 
; 2 latine np 1,385, Aufnahme 850:1, 


Rosrnow 1956: , Chromatin bodies**) nun- nachvergréBert 
mehr eine definitive Tatsache bedeutet, so 
gibt es doch zwei Richtungen in der Interpretation des Teilungsmodus. 
Einmal wird eine direkte Teilung propagiert (Knays11942, RoBINOW 1956, 
Bisset 1954, BraprreLp 1954), zum anderen soll dieser Vorgang einer 
Mitose gleichen (DELAMATER u. WOODBORN 1952, HunTER 1955). Alle 
diese Untersuchungen sind bis auf eine Ausnahme (BRADFIELD 1954) 
lichtmikroskopisch und auch zum Teil elektronenmikroskopisch am 
Totalpraparat durchgefihrt worden. Durch die raschen Fortschritte der 
Praparationsmethoden fiir die Elektronenmikroskopie, insbesondere der 
Herstellung ultradiinner Schnitte, kann eine Klarung dieser Kontroverse 
erhofft werden, zumal wir an den Schnitten einmal die Kernaquivalente 
und zum anderen auch die Zellwande gleichzeitig beobachten konnen 
(Roprnow 1956, Bisspr 1954). Die groBe Bedeutung dieser Unter- 
suchungsmethode fiir den Cytologen wird aus dem Vergleich der Abb. 31 
aus RrppEL-BaLpEs (1955), der Abb. 111 und 1 verstandlich, wobei wir 
bemerken méchten, daB die Aufnahme 11 nach einer Methode gewonnen 
wurde, wie sie Mitier (1956) und Mason u. Powstson (1956) be- 
schrieben haben. 

1 Herrn Dr. R. Miuier danken wir fiir die Uberlassung der Aufnahme. 
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Auf Grund unserer Untersuchungen an ultradiinnen Schnitten und aus 
lichtmikroskopischen Vergleichsuntersuchungen kénnen wir zum Zell- 
teilungsmechanismus folgendes aussagen. Aus der Tatsache, dafs wir bei 
unserem Untersuchungsobjekt mit einem relativ schnell wachsenden 
Organismus zu tun haben und wir folglich in einem Zellpaket die ver- 
schiedensten Stadien der Zellteilung vorfinden, besteht die Moglichkeit 
einer Rekonstruktion der Teilungsstadien innerhalb einer Zelle, soweit 
unser vorliegendes Untersuchungsmaterial dies gestattet. Zweifelsohne 
spielt fiir den Erhaltungszustand der Zelle die Fixierung eine Rolle, 
wobei auch die physiologischen Zustinde stirker in Betracht gezogen 
werden sollten (NIKLOwITz 1958 a). In unserem Fall miissen wir allerdings 
die Tatsache in Rechnung ziehen, daB in einem Zellpaket Zellen ver- 
schiedenen physiologischen Zustandes vorkommen. Durch die Anwen- 
dung einer kombinierten OsO,-Formol-Fixierung wird jedoch nahezu 
derselbe Aquivalentsgrad der Erhaltung der Substruktur in allen Zellen 
erreicht. Dabei bezeichnen wir die zentrale, mehr oder weniger kompakte 
Lagerung der chromatischen Substanz als Ausgangsstadium (Abb. 1, 
rechte Zelle oben) in unseren Betrachtungen. In einem weiteren Stadium 
setzt nun eine Aufgliederung der Kernaquivalente ein, so daB wir eine 
Verteilung der DNS-haltigen Bezirke tiber einen gréferen Bereich der 
Zelle beobachten kénnen (Abb. 8). Im folgenden setzt nun die Kin- 
schnirung der Zelle durch die Neubildung der Zellwand ein (Abb. 8, 9, 
rechte Zelle oben), wie dies fiir die Zellwand (siehe oben) schon beschrie- 
ben wurde. Ist die Durchschniirung der Zelle weiter fortgeschritten oder be- 
endet, dann sammelt sich das chromatische Material zunachst in mehreren 
groBeren und zusammenhingenden Bereichen (Abb. 3, 10), die dann fein- 
strangiger werden (Abb.9, rechte Zelle unten, Abb. 9, untere mittlere Zelle) 
und schlieBlich wieder in einem zentralen Bereich angeordnet sind. 

Ohne hier zur Frage der Existenz von Chromosomen Stellung zu 
nehmen (siche GEITLER 1955), scheint die Teilung der Kernaquivalente 
keiner Mitose zu unterliegen (GurrLeR 1957). Vielmehr ist die Annahme 
einer amitotischen (Ropryow 1956) oder endomitotischen Teilung 
(PIEKARSKI u. PonTrert 1956) sehr wahrscheinlich. Inwieweit wir bei den 
Bakterien bei der amitotischen Kernaiquivalentteilung mit gesetzmaBigen 
Vorgingen und Ablaiufen zu tun haben — eine gesetzmakige Folge ge- 
wisser Teilungsschritte muB als logisches Postulat genetischer Unter- 
suchungen gefolgert werden —, die noch cytomorphologisch erfaBbar 
sind, miissen weitere Untersuchungen ergeben. 


Zusammenfassung 


An Hand von ultradiinnen Schnitten wird iiber Beobachtungen 


zum submikroskopischen Feinbau der Garungssarcine: Sarcina 
ventriculi. berichtet. 
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Kine Hiillsubstanz umgibt Einzelzelle und Zellpaket und enthalt 
amorphe, osmiophile submikroskopische Strukturen. 

Die Zellwand ist 30 my dick und besteht aus zwei Membranen. 

Das Cytoplasma besitzt eine globulare Grundstruktur, deren Kérnchen 
eine GroBe von 60 A bis 100 A haben. Es konnten bisher noch nicht 
beschriebene siebartige Strukturen im Cytoplasma in unmittelbarer Nahe 
der Mitochondrienaiquivalente beobachtet werden. 

Im Cytoplasma konnten regelmafig besondere Gebilde festgestellt 
werden, die eine lamellenahnliche Strukturierung aufweisen und von 
einer osmiophilen Grenzschicht vom iibrigen Cytoplasma abgegrenzt 
sind. Diese Gebilde besitzen eine GréBenordnung von 250 my und stellen 
die Mitochondrienaquivalente dar. 

Die Kernaquivalente zeigen je nach dem Zelltcilungsstadium ver- 
schiedene Formen und besitzen eine lockere, grobmaschige Grundstruk- 
tur, die sich aus fadigen Elementen (Durchmesser 35 A) aufbaut. Die 
Erscheinung verschiedener Kernaquivalentformen und die Verteilung 
der chromatischen Substanz wahrend der Zell- und Kernaquivalent- 
teilung wird diskutiert. 
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Polyangium violaceum nov. spec. 
Ein Beitrag zur Kenntnis der Myxobakterien* 


Von 
H. KUHLWEIN und ESTHER GALLWITZ 


Mit 6 Textabbildungen 
(Eingegangen am 26. Marz 1958) 


Die Myxobakterien sind weitverbreitete Bodenorganismen. Haufig 
gehen sie auf Exkremente von Pflanzenfressern tiber und lassen sich 
davon verhaltnismaBig leicht isolieren. Dabei st6Bt man nicht selten 
auf unbekannte Arten, aber auch auf Schwierigkeiten bei deren Be- 
stimmung mit den zur Verfiigung stehenden Schliisseln (JAHN 1924, 
Bergey’s Manual 1948). Das hangt wohl damit zusammen, daf die zur 
Artcharakterisierung hauptsachlich verwendeten morphologischen Merk- 
male wie Gestalt und GréBe der Staibchenzelle in vegetativem Zustand 
oder die Form der Fruchtkérper nicht immer konstant genug sind. 
Andererseits weist BorTELs in einer Diskussionsbemerkung zum ‘Thema 
Myxobakterien (s. KiHLweErn 1952) mit Recht darauf hin, dafs man sich 
auch bei der Zugrundelegung physiologischer Merkmale in der Syste- 
matik der Polyangiden mehr Zuriickhaltung auferlegen sollte, weil diese 
bei ein und derselben Art auBerordentlich grofBen Schwankungen unter- 
worfen zu sein scheinen. Man wird daher versuchen miissen, die morpho- 
logischen und physiologischen Merkmale zur Bestimmung heranzuziehen, 
und der Konstanz ihres Auftretens auch unter verschiedenen Bedingungen 
besondere Aufmerksamkeit zu schenken. 

Im folgenden soll tiber ein Polyangium berichtet werden, das in der 
derzeitigen Systematik nicht aufgefiihrt ist und als neue Art beschrieben 
wird (s. a. KiHLWHIN 1957, KGHLWEIN u. GALLWITZ noch unveroffent- 
licht). 

Die Gattungsdiagnose fiir Polyangiwm nach J aun (1924) ist in Bergey’s 
Manual (1948) fiir die Familie der Polyangiaceae tibernommen. Das 
einzige durchgangig verwertete Merkmal ist dort die Form und Differen- 
zierung des Fruchtkérpers. Nur bei einigen Arten, die nach JAHN be- 
schrieben und in das System aufgenommen wurden (KRZEMIENIEWSKI 
1926, 1927, 1930; ImsENECKI 1936; MrsHustINn 1938), sind auch physio- 
logische Daten angegeben. Interessant ist ferner noch, daB Polyangiwm 
als die artenreichste Gattung aller Myxobakterien auftritt. Ks gelang 
jedoch nicht, den von uns isolierten Stamm einer dieser Arten zuzuordnen. 


* Herrn Professor Dr. Dr. h.c. AvcusT RippEL zu seinem 70. Geburtstag. 
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Polyangium violaceum noy. spec. 


Herkunft. Aus Exkrementen einer Lepus-Art von Natal/ Siidafrika. — Kulturelle 
Daten. Die Art wurde zuerst beobachtet, als sich in einer Rohkultur mit aus- 
gelegten Exkrementen auf FlieBpapier rétliche Cystenhaufen gebildet hatten. Es 
gelang, den Stamm durch Waschen reifer Cysten mit 100 IE Penicillin zu reinigen. 
Die Weiterkultur erfolgte dann abwechselnd auf lebenden Futterbakterien oder 
auf komplexen Nahrbéden bestimmter Zusammensetzung. 


Vegetatives Stadium. Der Schwarm besteht aus Staébchen, deren Linge 
meist zwischen 9 und 12, deren Breite etwa 0,5 4 betragt. Pruktifi- 


Abb. 1. Cysten und Schwarmrand von Polyangium violaceum nov. spec. 
auf Rhodotorula spec. (Vergr. 250 x ) 


kation: Cysten rundlich bis oval, einzeln und zu mehreren, tiefdunkel- 
violett. GréBe der Cysten ziemlich variabel; auf lebendem Futter (sch. 
coli) schwanken die MaBe zwischen 128 und 184 ~ (Linge) und 96 und 
128 « (Breite). Sporen langlich, 1,8—3,0 u/1,2—1,8 ww. 


Zur Physiologie von Polyangium violaceum noy. spec. 

Die morphologischen Merkmale der Stiaébchen im Schwarmbereich 
sowie der Cysten und Sporen in der Fruktifikation hatten kaum aus- 
gereicht, eine neue Art zu benennen. Sie stimmen mit denen von Poly- 
angium fuscum (SCHROETER 1886) und dessen Formenkreis (s. BERGEY 
1948) mehr oder minder gut iiberein. Was dennoch zu einer Artabgrenzung 
berechtigt, ist das auffallende physiologische Verhalten, auf geeigneten 
Substraten einen typischen violetten Farbstoff zu bilden (nach den 
Ostwaldschen Farbtafeln, FarbmeBtafel Nr. 2, rot bis violett, ni 8, pl7). 
Kr ist wasserléslich und aus den oft stark gefirbten Schwarmhauten 
extrahierbar. Bei Polyangium fuscum, das unserer Art nahe zu stehen 
scheint, ist ein derartiges Phinomen weder in Stammkulturen noch in 


naan 


a a 


——— 
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Neuisolierungen, die seit Jahren 6fter wiederholt wurden, beobachtet 
worden. Die Farbstoffbildung ist offensichtlich substratabhangig. Be- 
sonders deutlich tritt sie hervor, wenn der Schwarm stark wachst und 
reichlich Schleim absondert. 

Aus Tab.1 geht hervor, da die Farbstoffbildung auf verschiedenen 
Substraten mit groBer RegelmaBigkeit auftritt und zweifellos weit- 
gehend vom Vorhandensein ausreichender Mengen hochmolekularer 
N-Verbindungen (Pepton!) im Substrat abhingt. Meist ist sie verkniipft 
mit starker Schleimproduktion, wodurch sich gerade die Gattung 
Polyangium (KiuiweEtn 1953) und offenbar auch die Gattung Podan- 
gium (OETKER 1954) auszuzeichnen scheint (Abb.2, Abb.3). So darf der 
Schleimhautbildung vegetativer Schwérme beider Gattungen ein 
diagnostischer Wert zuerkannt werden. Was die Farbstoffbildung be- 
trifft, scheint darauf bisher noch zu wenig geachtet worden zu sein. 
Jedenfalls ist nichts dariiber bekannt, daB eine solche im vegetativen Be- 
reich mit einer gewissen Konstanz auch bei den Arten beobachtet wurde, 


Tabelle 1. Abhdngigheit der Farbstoffbildung vom Substrat* 


Farbstoff- Farbstoff- 
ee bildung im | Fruktifi- eee bildungim | Fruktifi- 
Nahrboden vegetativen| kation Se vegetativen| ation 
Stadium Stadium 
Difco-Nahragar +++ keine Bakterien-Agar — + 
Caseinhydrolysat- Lebendfutter 
Agar +++ | keine Torula +++ keine 
Lebendfutter 
Peptonhefe- Staphylococcus 
dextrose-Agar +++ keine aureus +4++ + 
Pepton-Agar +++ keine | Mistagar -— keine 
Bakt.-Glucose- 
Pepton-Agar deep: keine 


1 Nahrsubstratzusammensetzung : 

Difco-Ndhragar. 2% Bacto-Yeast-Dextrose-Agar, Beef-Hxtract 3 g/l, Yeast- 
Extract 1 g/l, Peptone-Extract 5 g/l, Tryptone-Extract 2,5 g/l, Dextrose-Extract 
1 g/l, Agar-Extract 15 g/l (alles Bacto). ; f 

Casein-Hydrolysat-Agar. 1,5% Fadenagar, 0,5% Casein-Hydrolysat Difco. 

Pepton-Hefe-Dextrose- Agar. 2,0% Agar, 0,2% Pepton, 0,2% Hefe, 0,5% Dextrose. 

Pepton-Agar. 2,0% Agar, 1,0% Pepton, 1,0% Glucose. p 

Bakterien-Glucose-Pepton-Agar. 2,0% Agar, 2 Schalen Coli auf 300 cm? Nahr- 
boden, 0,1% Glucose, 0,1% Pepton. . 

Bakterien-Agar. 2,0% Agar, 2 Schalen Coli auf 300 em? Nahrboden. 

Mistagar. 150 g frischer Rotwildmist + 450 cm? aqua bidest., keimfrei filtriert 
(Membranfilter) ; a) 1 cm? Dungfiltrat (entspr. 0,25 g Mist), 24 em* aqua bidest. ; 
b) 2 cm? Dunefiltrat (entspr. 0,5g Mist), 23 cm? aqua bidest. ; c) 5em® Dungfiltrat 
(entspr. 1,5 g Mist), 20 em? aqua bidest.; dazu je 75 em*® 2% igen Agar. 
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bei denen schon der Name darauf hindeutet [Polyangium ferrugineum 
(KRZEMIENIEWSKI 1927), Polyangium luteum (KRZEMIENIEWSKI 1927)]. 
Wir méchten annehmen, da®B gerade iiber die Farbstoffbildung eine 


Abb. 2. Lila gefiirbte Wille vom Schwarm von Polyangium violaceum nov. spec. 
auf Torula spec. (Vergr. 60 ) 


Abb. 3. Lila Schleimhaut mit wurmférmigen Cysten von Polyangium violaceum nov. spec. 
auf Staph. citreus (Vergr. 250 x ) 


schirfere Artabgrenzung méglich ist. Gewisse Ubereinstimmungen mit 
den Cytophagen sind unverkennbar. Unsere Untersuchungen zur 
Physiologie der Farbstoffbildung werden z. Z. fortgesetzt. 


Die Fihigkeit zum Cellulose-Abbau 
Fir eine Reihe von Polyangium-Arten ist in Bergey’s Manual angege- 
ben, dali sie starke Cellulose-Zersetzer sind. Der Name Polyangiwm 
cellulosum (IMSENECKI u. SOLNTZEVA 1936) deutet direkt darauf hin. 


Polyangium violaceum noy. spec. 


Die Kultur solcher Arten erfolgte 
offenbar auf Filtrierpapier, das 
teilweise bis ganz zerstort wurde. 
In Rohkulturen von Pol. violaceum 
nov. spec. konnten von uns keine 
Anzeichen einer  Cellulosezer- 
setzung beobachtet werden. Nun 
schien uns der von Speyer (1952) 
fir seine Untersuchungen an 
Sporocytophaga § myxococcoides 
angegebene Pracipitatcellulose- 
nahragar (PC-Agar) ein Medium 
zu sein, das evtl. tiber das cellu- 


lolytische Vermégen  unseres 
Stammes eine Aussage zulief. 
Die Pracipitatcellulose wurde 


genau nach der von SPEYER ge- 
gebenen Vorschrift hergestellt, 
und damit Nahrbéden — ver- 
schiedener Zusammensetzung be- 
schickt. 

1.  Pracipitatcellulose-Agar ?, 
2. Pracipitatcellulose-Agar mit 
Zusatzen, 3. Difco-Nahragar mit 
0,5% PC und 4. Pracipitatcellu- 
lose-Agar mit Pepton. 

In dem gleichmaBig milchig 
triiben Agar kam es in keinem 
Fall zu so eindeutig klaren Auf- 
hellungszonen, wie sie SPEYER 
mit Cytophaga myxococcoides er- 


1 Nahrsubstratzusammensetzung: 

Pracipitat-Cellulose-Agar. 1,5% 
Agar, 0,5% Pracipitat-Cellulose; 
PH WU: 

Pricipitat-Cellulose-Agar mit Zu- 
sditzen. 1,0% Agar, 0,5% Pracipitat- 


Cellulose mit: 1.0,1% Pepton, 2. 0,1% 


Asparagin, 3. 0,1% Ca(NOs),, 4. 0,1% 

Harnstoff, px 7,0. 
Prdcipitat-Cellulose-Agar und Difco- 

Ndhrboden. 1% Difco (Bacto-Yeast- 


Abb. 4. Polyangium violacewm nov. 
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spec. auf 
Saprolegnia, Kultur 2 Tage alt (Vergr. 60 x ) 


Abb. 5. Polyangium violaceum nov. spec. auf 
Saprolegnia, Kultur 4 Tage alt (Vergr. 60 = ) 


Dextrose-Agar). Pracipitat-Cellulose 0,5 ¢ auf 100 cm’ (bezogen auf Trockensubstanz). 
Précipitat-Cellulose-Agar mit Pepton. 1,5% Agar, 1,0% Pepton, 0,5% Pracipitat- 


Cellulose; px 7,0. 
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halten hat. Wir haben auf der Suche nach einem anderen geeigneten 
Cellulose-Test Saprolegnia-Hyphen verwendet, von deren Zellwanden 
angegeben wird, daB sie aus Cellulose bestehen. Das Saprolegnia-Mycel 
wurde von Agarreinkulturen abgeschwemmt, gewaschen, _ hitze- 
sterilisiert und als einzige Nahrstoffquelle unserem Polyangiwm- 
Stamm angeboten. Das Ergebnis war insofern iiberraschend, als sich 
zeigte, dafi innerhalb kiirzester 
Zeit die so behandelten Sapro- 
legnia-Hyphen von einem dich- 
ten Stabchenschwarm umgeben 
waren und anschlieBend restlos 
zersetzt worden sind. Ein _ be- 
sonders interessantes Phanomen 
lie} sich dabei beobachten. Die 
Saprolegnia-Oogonien sind gegen- 
tiber dem enzymatischen Angriff 
der Bakterien vo6llig resistent. 
Wenn die Hyphen des Pilzes auf- 
gezehrt waren, lagen die Oogonien 
noch unverandert im Schwarm- 
bereich von Polyangium (siehe 
Abb. 4—6). Die Zellwainde von 
Saprolegnia miissen also im Laufe 
der Oogonese stofflich verandert, 
vielleicht mit einem Material in- 
krustiert werden, das sie beson- 


Abb. 6. 
Saprolegnia, Kultur 6 Tage alt (Vergr. 60 x ) 


ders resistent gegentiber enzy- 
matischen Angriffen macht, und 
was biologisch durchaus verstiéndlich erscheint. Dieser Tatbestand wirft 
aber die prinzipielle Frage auf, ob fiir Polyangium violaceum auf Grund 
der oben mitgeteilten Versuchsergebnisse hinreichend bewiesen ist, daB 
eine Aktivitat gegeniiber Cellulose besteht. Auch wenn man unterstellt, 
dafs das rasche und tippige Wachstum von P. violaceum mit Saprolegnia- 
Hyphen als Futter durch Inhaltsstoffe der Hyphen zusitzlich gefordert 
wird, ist doch erwiesen, dafs die Zellwainde der Hyphen restlos zerstort 
werden und offenbar als C- Quelle dienen. Unter der Voraussetzung, dab 
die Saprolegnia-Hyphen wirklich aus nativer Cellulose bestehen — ver- 
gleichende elektronenmikroskopische Untersuchungen von Zellwand- 
und Oogonienhiillenmaterial sind im Gange — und P. violaceum nov. 
spec. diese abzubauen vermochte, schien es weiter von Interesse, zu 
priifen, wie andere Myxobakterienstimme sich Saprolegnia gegeniiber 
verhalten’. Soweit sich bis jetzt iibersehen laBt, verfiigten auch 
' Siehe auch EK. M. Nourr, Arch. Mikrobiol. 1957. 
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Chondromyces spec. und die Myxococcaceen Myxococcus virescens und 
Myzxococcus rubescens tiber die Fahigkeit, das Hyphenmaterial anzu- 
greifen und zu zerstoren. Wenn verschiedentlich in der Literatur darauf 
hingewiesen wird, dafi Myxobakterien auf anderen Mikroorganismen zu 
wachsen und Fruchtkorper zu bilden vermégen, geht daraus nicht klar 
hervor, inwieweit sich die Aktivitaét auch gegen das Zellwandmaterial 
richtet. Es scheint in vielen Fallen so zu sein, dai schon durch Veran- 
derung der Permeabilitatsverhaltnisse Nahrstoffgefalle geschaffen werden, 
die eine gewisse Entwicklung der Myxobakterien auf den betreffenden 
Partnern durchaus verstaéndlich werden lassen. Um einen wirklichen 
enzymatischen Abbau von Zellwandmaterial kann es sich natiirlich nur 
dort handeln, wo eine echte Lyse sichtbar wird. Das gilt fiir viele Bak- 
terienzellwande, fiir gewisse Hefen und sehr eindrucksvoll fir Sapro- 
legnia. Das Zellwandmaterial von Ascomyceten und Basidiomyceten ist, 
soweit unsere bisherigen Untersuchungen eine solche Aussage zulassen, 
weitgehend resistent. Auch die Hiillen encystierter Amében, sowie die 
Sporenwande von Myxomyceten werden nicht angegriffen. 


Zusammenfassung 


Polyangium violaceum nov. spec., aus Exkrementen einer Lepus-Art 
von Natal/Siidafrika isoliert, wird beschrieben. Es unterscheidet sich 
von den bisher bekannten Polyangiwm-Arten hauptsachlich durch 
Produktion eines lila Farbstoffes in den Cystenhiillen sowie in den 
Schleimhauten. Der Farbstoff ist wasserléslich. Die physiologischen 
Bedingungen, unter denen er gebildet wird, werden erortert, und. die 
Fahigkeit des Organismus zum Celluloseabbau wird diskutiert. 


Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft durchgefiihrt. 
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Studies on the Role of Carotenoid Pigments 
in a Chemoheterotrophic Bacterium, 
Corynebacterium poinsettiae * 


By 
Riyo KUNISAWA and R. Y. STANIER 


With 4 Figures in the text 
(Hingegangen am 27. Mai 1958) 


Carotenoid pigments are synthesized by all phototrophs and by many 
chemotrophic fungi and bacteria. In phototrophs, these pigments are 
invariably present in the photosynthetic apparatus, and often participate 
effectively in light absorption for photosynthesis (see BLINKs 1954). 
The elegant studies of DuysENs (1952) on fluorescence emission spectra 
of algae and purple bacteria have shown that radiant energy absorbed by 
carotenoids is directly transferred to chlorophyll. Thus in many, if not all 
phototrophs, the carotenoid pigments of the photosynthetic apparatus 
act as ancillary light absorbers, which effectively trap radiant energy in 
spectral regions where chlorophyll itself absorbs weakly. 

Studies in our laboratory on a mutant of the purple bacterium, 
Rhodopseudomonas spheroides (GRIFFITHS, SISTROM, COHEN-BaziRE and 
STANTER 1955; SIsTRoM, GRIFFITHS and STANTIER 1956; DworKrn 1958) 
suggest that the carotenoids of the photosynthetic apparatus may have 
a second, distinct physiological function, which could well be more 
universal and more important to the economy of the cell than their 
function in energy transfer: namely, protection of the cell from the 
damaging effects of photo-oxidation. The mutant in question, the 
so-called blue-green mutant, forms no colored carotenoids; their place 
in the photosynthetic apparatus is taken by a colorless, highly saturated 
precursor, the C,) polyene phytoene (GRIFFITHS and STANTER 1956). The 
mutant can still synthesize bacteriochlorophyll, and can grow photo- 
synthetically under the strictly anaerobic conditions which are normal 
for the bacterial photosynthesis. However, cells so grown are disastrously 
affected by simultaneous exposure to light and air: they are rapidly 
killed, and their chlorophyll is destroyed. The wild type of R. spheroides, 
and other mutant phenotypes in which the normal carotenoids have 
been replaced by precursor pigments which are still colored, do not 
manifest this extreme aerobic photosensitivity. Several lines of evidence 


* Herrn Prof. Dr. A. Rippen zum 70. Geburtstag gewidmet. 
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establish that the photosensitizing pigment in the blue-green mutant is 
the intracellular bacteriochlorophyll. Since the bacteriochlorophyll of 
the mutant is chemically indistinguishable from that of the wild type, and 
still effective for photosynthesis, it seems evident that the replacement 
of colored carotenoids by phytoene in some way permits the bacterio- 
chlorophyll to catalyze photo-oxidations which are normally held in check 
or prevented. Accordingly, we have proposed the hypothesis that the 
carotenoid pigments associated with the photosynthetic apparatus act 
as buffers against chlorophyll-catalyzed photo-oxidations. 

Subsequent observations on two other purple bacteria, Rhodospirillum 
rubrum (COHEN-BaztRE and STanter 1958) and Chromatium (FULLER 
and ANDERSON 1958), strengthen this hypothesis. Synthesis of colored 
carotenoids in these two purple bacteria can be specifically inhibited by 
diphenylamine; the specific inhibition is freely reversible, normal 
carotenoid synthesis being resumed as soon as the inhibitor is removed. 
Cells of R. rubrum depleted of carotenoid pigments by photosynthetic 
growth in the presence of diphenylamine show the characteristic mani- 
festations of aerobic photosensitivity which had been observed previously 
in the blue-green mutant of FR. spheroides. Furthermore, the photosensi- 
tivity induced in R. rubrum by growth with diphenylamine rapidly 
diminishes when normal carotenoid synthesis is resumed, after removal 
of the inhibitor (ConEN-BazirE and Stanrer 1958). In Chromatium, the 
phenomenon of diphenylamine-induced aerobic photosensitivity has been 
demonstrated on a sub-cellular level. In carotenoid-depleted chromato- 
phores, prepared from cells grown in the presence of diphenylamine, 
photophosphorylative ability is rapidly and completely destroyed by 
brief simultaneous exposure to light and air; in normal chromatophores, 
photophosphorylative ability is far less sensitive to the combined effects 
of light and air (FuLLER and AnpmERsoN 1958). There are indications 
that carotenoid pigments can also protect against photo-oxidative 
damage in oxygen-evolving phototrophs. Suggestive evidence has been 
obtained from studies of carotenoid-deficient mutants of Chlorella 
(KANDLER and Scu6rz 1956), Zea mays (Kosxt and SmirH 1951) and 
Helianthus annuus (WALLACE and ScHWARTING 1954). 

In view of the findings which have just been described, it seemed 
possible that the carotenoid pigments characteristically synthesized by 
many non-photosynthetic bacteria and fungi might perform a similar 
function in these organisms. Here, of course, the possibility of photo- 
oxidative damage by chlorophylls does not exist; but chemotrophic 
organisms do contain pigments (€. g., porphyrin derivatives, flavins) 
with the intrinsic ability to catalyze photo-oxidations, which might 
sensitize the cell to visible light. Thus a system capable of minimizing 


photo-oxidative damage could well be of biological value to those 
10* 
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chemotrophs which encounter intense or prolonged solar exposure under 
aerobic conditions in nature. The bactericidal effect of sunlight is com- 
monly attributed to absorption of the ultra-violet portion of the solar spec- 
trum by proteins and nucleic acids. However, SwaRt-FUCHTBAUER and 
Rrpret-BaLpEs (1951) have shown that sunlight of the spectral region 
between 366 and 405 my is markedly bactericidal; obviously, this effect 
cannot be caused by light absorption by nucleic acids or proteins, and is 
most plausibly ascribed to pigment-sensitized photo-oxidations. Many 
of the facts about the distribution and synthesis of carotenoids in non- 
photosynthetic bacteria and fungi are compatible with the hypothesis 
that these pigments could play a protective role against damage by light 
(Sranrer and CoHEN-Bazire 1957); but direct experimental evidence has 
heretofore been wholly lacking. Accordingly, we decided to investigate 
the problem of carotenoid function in a typical chemoheterotrophic 
bacterium, Corynebacterium poinsettiae. 


Methods 
A. Media and methods of cultivation 


Medium A, used for the maintenance of stock cultures and for plating purposes, 
has the following composition: yeast extract (Difco) 0.394; casamino acids, technical 
grade (Difco) 0.2%; K,HPO,/NaH,PO,, px 6.8, 0.005 M; concentrated mineral base 
(ConEN-Bazrre et al., 1957), 5 ml/L; agar, 1.594. Medium B, used for the growth of 
liquid cultures, has the following composition: glucose, 0.29; yeast extract (Difco), 
0.19%; casamino acids, technical grade (Difco), 0.194; (NH,).SO,, 0.196; Na citrate, 
0.01%; MgSO,, 0.0194; K,HPO,/NaH,PO,, px 7.2, 0.1 M. The glucose was sterilized 
separately from the other constituents, as a concentrated aqueous solution, the 
requisite amount being added aseptically to the sterilized and cooled medium. 

Cell density was determined by measurement of optical density at 700 my, using 
a Beckman model DU spectrophotometer. At this wavelength, there is no light 
absorption by cellular pigments. The relationship between bacterial concentration 
and optical density is linear up to an optical density of 0.120; more concentrated 
suspensions were diluted appropriately with water before density determinations 
were made. An optical density of 0.100 at 700 my corresponds to a bacterial concen- 
tration of approximately 5 x 108 cells/ml, or a dry weight of 0.2 mg./ml. 

Liquid cultures for the measurement of growth rates and for the preparation of 
cells for photokilling experiments were grown at 30°C. in a shaking water bath; 
Krlenmeyer flasks with a capacity of 1 L, containing 150—250 ml of medium B were 
employed. Mass liquid cultures, used to obtain the quantities of cells needed for 
extraction and determination of pigments, were grown in carboys of 20 L capacity, 
each containing 10 L of medium B. The carboys were kept in a constant temperature 
room (30° C), and continuously sparged with compressed air. With a 10% inoculum, 
such cultures gave a cell yield of approximately 0.85 g (dry weight) per liter after 
18 hours of growth. 

Carotenoid-depleted cells of the pigmented parent strain were prepared by 
growth in shaken flasks of medium B containing diphenylamine at a final concen- 
tration of 10-4 M. The diphenylamine was dissolved in 95% ethanol, and the 
requisite quantity of this alcoholic solution was added without sterilization to the 
sterilized culture medium. Control experiments showed that the quantity of ethanol 
so introduced was without effect on bacterial growth. 
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B. Procedure for photokilling experiments 


Cells were harvested by centrifugation from liquid cultures in the exponential 
phase of growth, and resuspended in Hutner phosphate buffer (JENSEN, COHEN- 
Bazrre, NAKAYAMA and STANIER 1958), py 7.8. The suspension was diluted with the 
same buffer to a cell density of approximately 2 x 10° ml, and aliquots were placed 
in large test tubes (30 x 200 cm), closed with rubber stoppers bearing a sampling 
tube and gas inlet and outlet tubes. The tubes were placed in a glass water bath 
maintained at 30° C., at a distance of 2.5 cm. from the entrance window. They were 
continuously aerated with either 95% air-5% CO, or 95% N.-5% COs. Dark controls 
were completely wrapped with aluminium foil. At the start of an experiment, tolui- 
dine blue was added to each tube at a final concentration of 3 x 10~® M, and illumi- 
nation was started. In most experiments, the light source consisted of two 300 W 
reflector flood lamps, so arranged as to give a light intensity of 1000 f.-c. at the 
surface of the entrance window. In the experiments with carotenoid-depleted cells 
obtained by growth in the presence of diphenylamine, a battery of 60 W Lumiline 
bulbs was used as the ligth source, and arranged to give a light intensity of 1200 
f.-c. at the surface of the entrance window. The entrance window was covered by a 
glass Corning filter (No. 3484) which transmits only wavelengths longer than 507 mp, 
in order to prevent the photodecomposition of any residual diphenylamine which 
might have been present in the cells. 

Photokilling was determined by the measurement of viable counts on samples 
withdrawn immediately before the start of illumination, and at subsequent intervals 
up to 2 hrs. The dilution and plating of the samples were conducted in a semi- 
darkened room; the maximal light intensity in the working area was 3 f.-c. 


C. Extraction and determination of carotenoids 


It proved very difficult to obtain a complete extraction of the carotenoids from 
C. poinsettiae. The final procedure adopted, which proved fairly satisfactory, was the 
following. Cells were collected by centrifugation and resuspended in a small volume 
of water, to which was added an equal volume of methanol. The mixture was stored 
in the dark at room temperature for 4 days. The cells were then collected by filtration 
and ground with 2—3 times their weight of levigated alumina. The mixture of 
ground cells and alumina was then repeatedly extracted with absolute methanol, 
the grinding process being repeated after each removal of solvent. The combined 
methanol extracts were placed in a separatory funnel with petroleum ether, and the 
carotenoids were transferred to the petroleum ether phase by addition of water. 
After addition of KOH, the aqueous phase was twice re-extracted with petroleum 
ether. The combined petroleum ether extracts were washed with water and dried 
over Na,SO,. 

The carotenoids extracted from pigmented cells of the parent strain were chroma- 
tographed in petroleum ether on a column of WoxLM neutral aluminium oxide, 
activity grade 2. The column was developed successively with pure petroleum ether, 
diethylether-petroleum ether mixtures, and acetone-petroleum ether mixtures. 
The same procedure was used for separating the carotenoids extracted from 
cells of the parent strain grown with diphenylamine. The colorless carotenoids 
extracted from the mutant strain were chromatographed in petroleum ether on a 
column of WorELM basic aluminium oxide, activity grade 1, and the column was 
developed successively with pure petroleum ether and diethyl ether-petroleum 
ether mixtures. 

The carotenoids eluted from the columns were identified and estimated quanti- 
tatively from their absorption spectra, using the extinction coefficients listed in 


table 1. 
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Table 1. Absorption data for the principal carotenoids found in C. poinsettiae 
rrr >_ SFO 


Position of 
main peak | Extinction, 
Compound in petroleum E lcm Reference 
ether 1% 

rr a a ee 
Phytoene 285 850 RABOURN, QUACKENBUSH and PorTER 1954 
Phytofluene 347 1500 Porter and Lincotn 1950 
Cryptoxanthin 450 2500 Starr and SaPERSTEIN 1953 
Lycoxanthin 472 3460 Goopwin and Lanp 1956 
Spirilloxanthin 492 2350 PoLGaR, VAN NIEL and ZECHMEISTER 1944 


The petroleum ether (b. p. 30—60° C.) used throughout this work was purified by 
passage through a silica column, which effectively removes aromatic contaminants 
that interfere with spectral measurements of phytoene and phytofluene. 


Results 
A. Preparation of the biological material 


The test organism selected was the phytopathogenic bacterium, 
Corynebacterium poinsettiae. Previous studies (STARR and SAPERSTEIN 
1953) had shown that this bacterium synthesizes a mixture of three 
carotenoid pigments: lycoxanthin, cryptoxanthin and spirilloxanthin. 
Strain CP 2, investigated by these workers, was obtained through the 
kindness of Dr. M. P. Srarr. It was first necessary to obtain populations 
identical so far as possible with the original strain, except that they did 
not contain colored carotenoids. This was achieved in two different 
ways: by the isolation of a colorless mutant, and by growth in the pre- 
sence of diphenylamine. 


1. Isolation and properties of a colorless mutant 


Strain CP 2 was first marked genetically with streptomycin resistance, 
in order to facilitate the recognition of possible colorless mutants. By use 
of the gradient plate technique (SzyBALsKI 1954), a mutant capable of 
good growth at a streptomycin level of 1 mg/ml (strain CP 2 8") was 
obtained from strain OP 2, which is inhibited at a streptomycin level of 
100 ug/ml. Strain CP 2S" was then exposed to a dose of ultraviolet 
irradiation sufficient to kill 99.9 per cent of the population. The survivors 
yielded on plating one colorless colony, from which a stable colorless 
strain, CP 2 S"W, was obtained after several replatings. It was morpho- 
logically indistinguishable from strain CP 2.8", and showed the same 
level of streptomycin resistance. The growth rates of the two strains in 
medium B were identical. 


2. Suppression of carotenoid synthesis in strain OP 2 S* by diphenylamine 


Preliminary experiments showed that strain CP 2.8" could grow in 
medium B containing 10-4 M diphenylamine at a rate almost equal to 


The Role of Carotenoid Pigments in a Chemoheterotrophic Bacterium 151 


that in the absence of diphenylamine, and that the diphenylamine-grown 
cells were virtually devoid of colored carotenoids, as judged by visual 
observation. 


3. Quantitative comparison of carotenoid composition of pigmented 
and colorless cells 

As shown in table 2, strain OP 2S" contains a mixture of the three 
carotenoid pigments previously reported by STaRR and SAPERSTEIN 
(1953) to be produced by C. poinsettiae. Grown in the presence of diphe- 
nylamine, the same strain produces predominantly phytoene, accom- 
panied by much smaller amounts of phytofluene and traces of unidenti- 
fied colored carotenoids. The colorless mutant, strain CP 2 S'W, synthe- 
sizes predominantly phytoene, together with traces of phytofluene. 


Table 2. Carotenoid content of pigmented and non-pigmented cells of C’. poinsettiae 


ug. of compound per g. dry weight of cells 


Compound OP2s" cp2s' | CP2as'w 
grown with 
normal cells diphenylamine 
Phytoene 68.35 9 a) 2400.0 
Phytofluene 5.3 1.4 
Cryptoxanthin 67.7 
Lycoxanthin 106.4 
Spirilloxanthin 42.0 
Unidentified colored carotenoids ca. 2.5 


B. Studies on sensitivity to visible light 
1. Comparative studies of CP 2 St and CP 2 S"'W 


Initial attempts to demonstrate aerobic sensitivity to visible light in 
the absence of an exogenous sensitizing dye were unsuccessful. No decline 
in the viable count of either strain was apparent after aerobic exposure 
to a light intensity of approximately 4000 f.-c. for 4 hours. Further com- 
parative studies were therefore conducted in the presence of a low 
concentration of a photosensitizing dye, toluidine blue. These experi- 
ments revealed a dramatic difference in photosensitivity between strains 
CP 2S" and CP 2 S'W. 

As shown in fig.1, aerobic exposure of strain CP 2 S" to a light inten- 
sity of approximately 1000 f.-c. for 2 hours in the presence of 3x10 M 
toluidine blue has no significant effect on viable count; under identical 
conditions, the viable count of strain OP 2 S'W falls by a factor of 104. 
On plates prepared from populations of CP 2S*W exposed to light for 
30 minutes or more, numerous small colonies appear. These colonies 


Viabse count, cells per ml 
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eventually attain a normal size upon prolonged incubation, and evidently 
represent the progeny of cells which have sustained sublethal photo- 
chemical damage. A similar phenomenon has been observed in the dye- 
sensitized photokilling of Serratia marcescens (KAPLAN 1956) and the 
chlorophyll-sensitized photokilling of the blue-green mutant of R. sphero- 
ides (DWORKIN 1958). Fig.1 also 

a | shows that no decline of the 
F ee tabs viable count of CP 2 S™W occurs 
pase TTT TTT ——F in a dark control suspension. 
jt! wi _LPestidork) | Tt therefore follows that the 
a SAS a 7) observed death in the light is 
; | photochemical, and is not attri- 

| butable to toxicity of the added 
| \ | dye. Dye-sensitized photokilling 
0° i | | of CP 2 S’W isentirely prevented 
| | \ tees Wlight) by maintenance of anaerobiosis 


\ during illumination (fig.2). 


| \ 
| 
| 


\ : In a dye-catalyzed photo- 
| oxidation, biological damage is 
=} caused primarily by dye mole- 
\| cules in intimate contact with 
| N the cell. Practically speaking, 


70* - 
a arr r + therefore, the dye molecules 


\ effective in photokilling are 
\ those absorbed by the cell, and 
| | | . not those distributed through 
09 0 20 30 40 5D 40 70 80 90 100 710 9 ©*He fe eges aplven tel oacs 
Minutes of ight exposure the different susceptibilities of 

Fig. 1. A comparison of the effects of visible light on strains CP 2S" and CP 2 S'W 
Svesmpltize cls of rans Cres" ant F289 dye-sensitized photokilling 
could conceivably reflect a 

difference in the absorptive capacities of the cells for toluidine blue, 
rather than a difference in intrinsic photosensitivity. Accordingly, the 
absorptive capacities of the two strains for toluidine blue were determined. 
Liquid cultures in the exponential phase of growth were harvested at 
optical densities of approximately 0.500, and 10 ml. aliquots were centri- 
fuged. The supernatant liquid was discarded, and the bacterial pellets 
were resuspended in 10 ml. of Hutner phosphate buffer (py 7.8), con- 
taining 6 x10->° M toluidine blue. After incubation in the dark at room 
temperature for one hour, the suspensions were recentrifuged, and the 
amount of dye absorbed by the cells was determined -by comparing the 
amount of toluidine blue remaining in the supernatant liquid with the 
amount originally present in the solution used to suspend the bacteria. 
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Toluidine blue was estimated by light absorption at 615 my, the 
maximum in the visible region. The results of this experiment 
(table 3) show that the ab- 

sorptive capacities of the two 107 T | 
strains for toluidine blue are 
identical, within the limits 
of experimental error. The 
differing sensitivities of strains 70° - : 
OP. S* and CP2 S'W.to 
photokilling cannot, therefore, 
be ascribed to a difference 
in the effectiveness with which 
they absorb the sensitizing 
dye. 

It seemed possible that 
the marked sensitivity of ! 
CP 2 8'W to dye-catalyzed . 
photo-oxidation might be a 
manifestation of a generally 
increased sensitivity to ra- 9 - iE | \I 
diation damage. In _ order t- > 
to test this point the rates L 
of killing of strains CP 2 S" : | | 
and CP 2 SW by ultra- by ysla fee aes et 
violet light were compared. al daa oes of oitonouie. i ed 
As shown in table 4 the Fig. 2. Protective effect of anaerobiosis against 
sensitivities of these two dye-sensitized photokilling of strain CP2S"W 
strains to ultraviolet irra- 
diation do not differ measurably. The increased sensitivity of strain 
CP 2. S'W to visible light is therefore specific. 


Night, No atmosphere 


= 
| 
| 
| 


x 
\ ligt, alr anmosphere 


\ | 
\ | 


| 
705 \- - \ 
| \ | 


\ 
\ 
8 


Viobse count, cel's per ml 


Table 3. Absorptive capacities of strains C P28 and CP28'W for toluidine blue at py 7.8 


Density units of toluidine blue** 
Units of dye 


Strai Density units 1 2 3 absorbed per 
any of bacteria* Added to Unabsorbed Absorbed. unit of 
bacteria by bacteria by bacteria bacteria 
(1—2) 
CP28" 5.07 12 4.92 2.30 0.455 
COP2S*W 4.83 7.72 5.14 2.08 0.432 


* Optical density of suspension at 700 my, multiplied by volume of suspension 
in milliliters. 
** Optical density of solution at 615 my, multiplied by volume of solution in 
milliliters. 


Viab/e count, cells per ml 


154 Rryo Kunisawa and R. Y. STANIER: 


2. Effect of visible light on carotenoid-depleted cells of strain CP 2 S* 


As already described, the synthesis of colored carotenoids by strain 
CP 2.8" can be almost wholly suppressed by growth in the presence of 
diphenylamine. Such carotenoid-depleted cells show a high degree of 
aerobic photosensitivity in the presence of toluidine blue (fig. 3). It is 
evident that the loss of colored carotenoids occasioned by growth in the 
presence of diphenylamine confers a degree of sensitivity to dye-catalyzed 
photo-oxidation that is com- 
parable to the sensitivity of the 
colorless mutant. 


o 
e Table 4. Sensitivities of straine 
CP2St and CP2S'W to ultraviolet 
irradiation 
Exposure Per cent survival 
70> time, are ee 
minutes cp2s' | cpes'w 
1 48.6 50.7 
Pe 8.0 8.5 
3 0.25 0.22 
1o* 
Discussion 
The experiments which are 
10? 


0 70 20 30 40 50 60 WW 80 90 100 Til 120 
Minutes of ight exposure 


Fig. 3. Dye-sensitized photokilling of strainC P28", 
depleted of carotenoid pigments by growth in the 
presence of diphenylamine. Data for dark control 


described here show conclusively 
that in Corynebacterium poin- 
settiae the elimination of colored 
carotenoids from the cell results 


also included in an enormously increased 


sensitivity to visible light. 
This occurs whether colored carotenoids are eliminated genetically, by 
mutation, or physiologically, by growth in the presence of diphenyl- 
amine, a specific inhibitor of colored carotenoid formation. The develop- 
ment of photosensitivity following the physiological suppression of 
carotenoid formation is particularly convincing evidence for a causal 
relationship between the two phenomena, since the sensitive and resistant 
cells have identical genetic backgrounds. 

The sensitivity of carotenoid-depleted cells to visible light could be 
demonstrated only in the presence of an exogenous photosensitizing dye, 
toluidine blue. Evidently the cells do not contain sufficient amounts of 
natural photosensitizing pigments to manifest endogenous photosensitiza- 
tion under the most severe conditions of light exposure that were tested 
(approximately 4000 f.-c. for 4 hours). Hence the ecological significance 
of our findings is questionable. While it is impossible to assess accurately 
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the intensity of solar radiation to which C. poinsettiae might be exposed 
in nature, we have no experimental grounds for believing that the 
observed photosensitivity which accompanies the loss of colored carote- 
noids would prove biologically deleterious under natural conditions. Only 
further studies of a similar kind on a variety of carotenoid-containing 
chemoheterotrophic bacteria and fungi will permit a definitive evaluation 
of the ecological importance of carotenoid pigments in these organisms 
as protective agents against photochemical damage. 


Summary 


The hypothesis that colored carotenoids can protect chemoheterotro- ' 
phic microorganisms from damage by visible light has been investigated. 

Corynebacterium poinsettiae, a bacterium that forms the three caro- 
tenoid pigments lycoxanthin, cryptoxanthin and spirilloxanthin, was 
used as test organism. Non-pigmented cells, in which the normal caro- 
tenoids were largely replaced by the colorless Cy) polyene, phytoene, were 
obtained by two methods: isolation of a mutant with a block in 
carotenoid synthesis; and cultivation of the parent strain in the 
presence of diphenylamine, a specific chemical inhibitor of carotenoid 
synthesis. 

Comparative studies of the effects of visible light on dye-sensitized 
pigmented and non-pigmented cells showed that non-pigmented cells 
can be rapidly killed by exposures which are without effect on pigmented 
cells. Both physiological and genetic suppression of pigment synthesis 
produce photosensitivity. The non-pigmented mutant is killed by ultra- 
violet light at the same rate as the pigmented parent strain, indicating 
that the acquired photosensitivity of the former is specific for visible 
light. 
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schaft Braunschweig-Volkenrode und der Physikal.-technischen Bundesanstalt 
Braunschweig) 


Der EBinflu8 sehr hoher Driicke auf Aspergillus niger * 


Von 
E. KUSTER und J. GIELESSEN 


Mit 1 Textabbildung 
(Bingegangen am 30. April 1958) 


Die ersten Arbeiten, in denen Mikroorganismen einer Druckbehandlung unter- 
worfen wurden, gehen auf E. BucHNER (1897) zuriick, der mit 400—500 at Druck 
aus Hefen einen enzymatisch aktiven PrefSsaft gewinnen konnte. Bis in die neueste 
Zeit hinein sind viele Untersuchungen durchgefithrt worden, die sich mit der Ge- 
winnung von Enzymen, Vaccinen u. dgl. mit Hilfe von hydrostatischem Druck 
sowie auch mit Druckbeeinflussung der Enzymaktivitaten befassen. So wird z. B. 
Trypsin und Chymotrypsin nach A. L. Curt u. E. F. Jansen (1950) durch 6000 
bzw. 4500 at schon nach wenigen Minuten Einwirkungsdauer erheblich inaktiviert, 
wobei die Inaktivierung bei steigender Enzymkonzentration prozentual zunimmt. 
Ein mehrfach aufeinanderfolgender Druckanstieg und -abfall erhoht die Aktivitats- 
minderung. Diese durch Druck erzielten Schadigungen bei Trypsin und Chymo- 
trypsin sind irreversibel. Auch Xanthindehydrase der Milch wird bei 5000—6000 at 
Druck inaktiviert, wobei gut gereinigte und hochkonzentrierte Enzympraparate 
besonders empfindlich waren; sehr ahnlich verhalt sich hier auch die Ultraschall- 
wirkung (L. Roperr u. N. Notia 1953). Bei der Bernsteinsaure- Dehydrogenase 
nimmt mit steigender Druckerhéhung von 200—1000 at eine Aktivitatsminderung 
zu, in der gleichen Richtung wirkt auch die Dauer der Druckbehandlung (Bove 
Morira u. C. E. ZoBrtt 1956). 

Eine andere Arbeitsrichtung, in der die Druckbehandlung und -toleranz von 
Mikroorganismen bearbeitet wird, ist die Meeres- und Geomikrobiologie. Mit je 1 m 
Tiefe nimmt der Druck bekanntlich um etwa 0,1 at zu. Aus Meerestiefen von 4000 bis 
10000 m Tiefe konnten sogenannte , barophile“ Bakterien isoliert werden, die sich 
am besten bei 400—1000 at Druck entwickelten. Diese barophilen Bakterien aus der 
Tiefsee werden sehr eingehend von C. E. ZoBrtt u. Mitarb. (1953) bearbeitet. In 
diesem Zusammenhang sind auch Angaben iiber die Drucktoleranz verschiedener 
Bakterien enthalten. Wahrend der lag-Phase sind die Bakterien besonders druck- 
empfindlich, die Absterberate ist dabei eine Funktion von Zeit und Temperatur. Die 
negative Wirkung des hydrostatischen Drucks wird durch einen ungiinstigen os- 
motischen Druck verstiarkt. Die Hemmeffekte von abnorm hohem Druck lassen sich 
letzten Endes wahrscheinlich auf 2 verschiedene Mechanismen zuriickfihren: 
Drucke von 50—500 at verandern einige physiologische Reaktionen, auch solche 
von lebenswichtiger Bedeutung, héhere Drucke bis 15000 at fihren zu irreversiblen 
Veranderungen, z. B. zur Denaturierung von Enzymen und Protoplasma. 

Khnliche Verhaltnisse wie im Wasser liegen wohl auch in tieferen Erdschichten 
vor, aus denen ebenfalls parotolerante und barophile Mikroorganismen isoliert 
werden konnten. T. Brck u. H. PoscHENRIEDER (1957) sehen in der Drucktoleranz 
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sogar ein Kriterium fiir den autochthonen Charakter der Braunkohlenmikroflora. 
Pseudomonas fluorescens-Isolierungen aus Braunkohlenlagern erwiesen sich einer 
mehrtagigen Druckbehandlung von 400 at gegeniiber wesentlich widerstandsfahiger 
als Hefen, Streptomyceten und Bakterien (Proteus vulgaris und Serratia), die schon 
nach 2 Tagen bei 200 at in ihrer Entwicklung erheblich geschadigt wurden. Bei ver- 
schiedenen Sii®wasseralgen beobachtete G. SrurM (1957) bei mehrtagiger niedriger 
Druckeinwirkung bis 300 at eine Vermehrung der Zellteilung, die aber bei einer 
Druckerhéhung iiber 300 at deutlich absinkt, wobei niedrige Temperaturen die 
Druckwirkung verstirken und erhdhte Temperaturen sie abschwachen. 


In den eigenen Untersuchungen, die in den Jahren 1950/51 durch- 
gefiihrt wurden, sollte festgestellt werden, wieweit eine Behandlung mit 
extrem hohen Driicken eine Ausscheidung und Isolierung von mikrobiellen 
Stoffwechselprodukten, z. B. Antibiotica, die in der Zelle gebildet werden, 
beschleunigt und erleichtert wird. Nach Einwirkung von Ultraschall auf 
Mikroorganismen konnten schon ahnliche Effekte erzielt werden (J. BEu- 
MER u. M. P. Breumer-Jocumans 1950, H. Homprscn 1953 u. a.), aller- 
dings sollte bei den Druckversuchen darauf geachtet werden, in der Nach- 
wirkung durch eine veranderte Zellwandstruktur eine verbesserte 
Extraktion zu erreichen. Aus technischen Griinden konnten diese Ver- 
suche leider nicht bis zur letzten Konsequenz durchgefiihrt werden, 
so daB sie im Stadium der Vorversuche abgebrochen werden muBten, 
die uns aber einer kurzen Mitteilung wert scheinen. 


Material und Methoden 


Der Druck bis 10000 at wurde in einer Hochdruckanlage nach Basset erzeugt. Sie 
arbeitet nach dem Prinzip der hydraulischen Ubersetzung. Eine Vorpumpe wirkt 
bei dieser Anlage auf einen groBen, beweglichen Stempel, der seinerseits einen Stem- 
pel mit kleinerem Querschnitt in den eigentlichen Hochdruckraum hineindriickt. 
Das Verhaltnis der Querschnitte der beiden Stempel betragt etwa 1 : 17. Der Hoch- 
druck 1a8t sich aus dem gemessenen Vordruck und dem angefiihrten Ubersetzungs- 
verhaltnis berechnen. Diese einfache Art der Druckberechnung — infolge der Rei- 
bung der Stempel ist der im Hochdruckraum gemessene Druck stets kleiner als der 
so berechnete Druck — reicht fiir die hier beschriebenen Untersuchungen aus. In den 
ersten Versuchen wurde die gesamte Druckkammer mit einer waiBrigen Sporen- 
suspension gefiillt, spater wurde statt dessen in die Druckkammer ein verschlossener 
Gummibehilter eingefiihrt, der die Sporensuspension enthielt. Hierbei wurde als 
Druckfliissigkeit, die den mit einem Gummistopfen verschlossenen Gummibehalter 
umgab, eine Mischung aus 50 Teilen Paraffindl DAB 6, 25 Teilen Dekalin und 
25 Teilen Petroleum verwendet. Verwendet man als Druckfliissigkeit Wasser, so tritt 
bei 20° C bei einem Druck von etwa 9000 at die feste Eisphase VI auf. Als Versuchs- 
objekt diente Aspergillus niger Stamm Zwetsche (aus dem Inst. f. Mikrobiologie der 
Univ. Gottingen), der sich durch eine besonders intensive rote Farbstoffbildung aus- 
zeichnete. Die bedruckten Sporensuspensionen wurden auf eine Nahrlésung mit 2% 
Rohrzucker und 1% KNO, geimpft, auf der die Wachstumsentwicklung, Farbstoff- 
bildung und dgl. beobachtet wurden. Zur Keimzaihlung wurden die Suspensionen in 
gleicher Verdiinnung auf Petrischalen mit Wiirze-Agar gebracht. Die Chitin-Bestim- 
mung erfolgte nach der Methode von G. Brur (1930). Die Stickstoff-Bestimmungen 
wurden im Chem. Untersuchungslaboratorium der Forschungsanstalt fiir Land- 
wirtschaft Braunschweig-Vélkenrode nach der Methode Dumas ausgefiihrt. 
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Ergebnisse 
Bei einer Druckbehandlung von 8000 und 10000 at mit verschiedener 
Dauer zeigten sich bei einer Asp. niger-Sporensuspension in Nahrlosung 
unterschiedliche Effekte. Wie Tab.1 zeigt, ergeben sich nach Uberimpfen 
auf Wiirze-Agar die stairksten Hemmungen bei einer 1stiindigen Hin- 
wirkung von 10000 at, dagegen kommt es nach einer langeren Behand- 
lung mit 8000 at zu einer deutlichen Erhéhung der Keimzahlen. 


Tabelle 1. Wachstwm nach Druckbehandlung 


Keimzahl auf Wiirze-Agar Myceltrockengewicht i. mg (Nahrlésung) 


(Petrischalen) Beimpfung mit 


Beimpfung mit @ 


Behandlung 
0,05 em? 0,1 em? 


0,5 em? | 1,0 cm? | 2,0 cm*} abs. rel. 
abs. rel. abs. rel. 


1Std 8000at} 27 130 36 115 | 110 | 106 | 94 | 103 82 
2Std 8000at} 16 75 24 80 | 104 102 109 108 86 
1 Std 10000 at 8 40 10 30 | 108 121 138 122 97 
2 Std 10000 at} 16 75 18 60 | 114 | 116 123 | 118 93 
14 Std 8000at|] 46 200 52 170 | 126 119 | 128 124 98 


Kontrolle 21 100 31 100 } 121 131 126 126 | 100 


Diese Férderung der Keimung 148t sich méglicherweise mit einer Ent- 
wicklung der Sporen beim lingeren Stehen der Nahrlosung in der Druck- 
kammer erkliren. Die Pilzentwicklung auf der Nahrlésung nach Beimp- 
fung mit bedruckten Sporen war in allen Versuchen, die mehrfach 
wiederholt wurden, im Vergleich zur Kontrolle stark reduziert, was in 
den Mycelgewichten nicht so deutlich zum Ausdruck kommt. 

Vor allem fiel die sehr schwache und sogar manchmal fehlende Sporen- 
bildung auf, entsprechend schwach war auch die Farbstoffbildung, 
auBerdem war das Mycel sehr stark mit Feuchtigkeit vollgesogen. In 
einem Kontrollversuch, der unbeimpft blieb, wurde festgestellt, daB die 
Nahrlésung sich durch die Druckbehandlung nicht veranderte, der C- 
und N-Gehalt blieb der gleiche. AuSerdem wurde bei diesem Versuch ein 
verschlossener Gummibehilter fiir die weiteren Experimente fiir geeignet 
pefunden. Durch Anfarben der Druckfliissigkeit mit Neutralrot konnte 
gezeigt werden, dafi der Gummibehalter dicht war, und die Sporensus- 
pension bei der Behandlung nicht verunreinigt wurde. Es erwies sich 
weiterhin als gleich, ob die Sporen in Wasser oder in Nahrlésung sus- 
pendiert dem Druck ausgesetzt wurden, in beiden Fallen war die nach- 
folgende Entwicklung auf einer frischen Nahrlésung langsamer und 
zeigte eine schwachere Sporenbildung. Die weiteren Versuche wurden 
daraufhin stets mit einer waBrigen Suspension durchgefiihrt. Bei der 
Ultraschallbehandlung ist bekannt, da sich in Wasser meBbare Mengen 
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von H,0, feststellen lassen (u. a. E. Kister u. H. THersmann 1949). 
Eine derartige chemische Wirkung tritt aber bei der Druckbehandlung 
nicht auf, wie Versuche mit einmaligem und mehrmaligem Druckwechsel 
auf 8000 at zeigten. In keinem Fall konnte mit TiSO, Wasserstoffperoxyd 
nachgewiesen werden. Die Beobachtung, da das Mycel aus den behan- 
delten Sporen schwammig weich und nicht so spréde wie das der Kontroll- 
kulturen war, lieS die Vermutung nahelegen, daB die Zellwandstruktur 
des Mycels verandert war. Gleiche Mengen einer waBrigen Sporensuspen- 
sion wurden vor und nach einer Druckbehandlung von 2 Std bei 8000 at 
auf eine Rohrzucker-KNO,-Lésung geimpft und der unterschiedliche 
Chitin-Gehalt nach 30tagigem Wachstum beurteilt. 


Tabelle 2. Chitin- und N-Gehalt des Mycels aus behandelten und unbehandelten 


Sporensuspensionen 
unbehandelt behandelt 

Mycelentwicklung nach 8Tagen | geschl. Myceldecke | vereinzelte Mycelinseln 
Sporenbildung nach 8 Tagen gut fehlend 
Farbe des Kulturfiltrats nach / 

30 Tagen gelblich | gelblich 
pa des Kulturfiltrats 6,1 5,35 
Mycelgewicht lufttrocken 22,76 g i, 921,61 2 ==" 95.095 
Myceltrockengewicht 20,28 g | 19,32 g = 95,2% 
Myceltrockengewicht in Prozent 89,11 % 89,46 % 
Chitin absolut 1,091 g 0,744g¢ = 68,2% 
Chitin in Prozent d. Mycelgew. 5,36 % 3,85 % 
Chitin-N (theoret. 6,5°%) 70,9 mg | 48,4 mg 
N-Gehalt d.Mycelgew. abs. 847,7 mg 844.3 mg 
N-Gehaltin Prozent d. Mycelgew. 4,18 % 4,37 (Y% = 1045% 
Ges. N abziigl. Chitin-N in mg 776,8 mg 795,9 mg = 102.5% 


Diese Zahlen der Tab. 2 zeigen deutlich, daB der Chitingehalt der behan- 
delten Kultur erheblich niedriger ist als der der Kontrolle. Der prozentuale 
N-Gehalt des Mycels ist dagegen der gleiche geblieben, das besagt, daB 
die reduzierte Chitinbildung nicht auf eine gestérte N-Aufnahme zuriick- 
gefiihrt werden kann, sondern andere, noch unbekannte Ursachen haben 
mu. Interessant bleibt dabei die Feststellung, daB die Nachkulturen aus 
druckbehandelten Sporen einen geringeren Chitingehalt aufweisen. Auf- 
fallend war auch die geringere oder fast fehlende Sporenbildung in der 
Nachkultur. Durch eine Verinderung des C- und N-Gehaltes in der 
Nahrlésung wurde versucht, die Sporenbildung anzuregen. In jedem 
Fall blieb aber die Sporenbildung der behandelten Nachkultur hinter der 
unbehandelten Kontrolle zuriick. 

Wurden Sporen der behandelten und unbehandelten Nachkulturen 
vorsichtig abgesaugt und einer nochmaligen Druckbehandlung von 2 Std 
bei 8000 at ausgesetzt, so zeigte sich wiederum die gleiche Erscheinung, 
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daB eine zweifache Behandlung auf das Wachstum und die Sporenbildung 
am ungiinstigsten wirkt. 

Es ergab sich folgende Versuchsanstellung mit den entsprechenden 
Ergebnissen : 


Unbehandelt—Unbehandelt: Wachstum und Sporenbildung gut 

Unbehandelt—Behandelt : |eaniesiin Wachstum und geringe Sporen- 

Behandelt —Unbehandelt: bildung 

Behandelt —Behandelt: sehr geringes Wachstum und fehlende 
Sporenbildung 


Bei der Nachkultur auf Wiirze-Agar hatte es sich gezeigt, daB eine 
gewisse Sporenmenge noch keimfahig war. Durch eine mehrfache Druck- 
behandlung, wobei Druck und Be- 
handlungsdauer gesteigert wur- 


den, sollte versucht werden, durch site. 
eine Adaptation druckresistente Pe 

Sporen zu gewinnen. In den ein- e s. 
zelnen Passagen wurde der Druck — gy o® > i 
von 2000 auf 6000 at erhdht, die F 4 


Behandlungsdauer betrug 1 bzw. 
2 Std. Im Vergleich zu unbehan- ; 
delten immer nur einmal bedruck- P 

ten Sporensuspensionen war das y . 


’ - iy 4 ' . : 4 - HK % 
Wachstum der mehrfach behan- Nisei > oe tat as 


# 


¥ 
4 


delten Kulturen in den ersten 7h, 
4Passagen(1/2000, 2/2000, 2/2000, 
1/4000) langsamer und schlechter. . 

Nach der 5. Passage entwickelten S evinp aLane swihe dha’ oa TEE 
sich die dauernd behandelten, 

sogenannten adaptierten Kulturen aber wesentlich besser. Die Passagen 
wurden bis zu 11 mal ausgedehnt, wobei noch eine Parallelreihe lief, die 
nicht mit 2000 at vorbehandelt worden war, sondern bei der gleich 
mit 4000 at begonnen wurde. Auch hier wurde das gleiche beobachtet, 
da nach mehreren Passagen eine Dauerbehandlung das bessere Wachs- 
tum ergab. 

In einem weiteren Versuch wurden die Geschwindigkeiten fir den 
Druckanstieg und Druckabfall variiert. In zwei Versuchsreihen wurde 
die Wirkung eines schnellen Druckanstieges auf 8000 at (5 min) und 
langsamen Druckabfalles (30 min) mit der eines langsamen Druckanstie- 
ges (30 min) und raschen Druckabfalles (5 min) verglichen. Die schlech- 
teste Entwicklung gab eine Sporensuspension, die mit raschem Druck- 
abfall behandelt worden war. Das 1ABt darauf schlieBen, da®B durch die 
Druckentspannung die Sporen in besonders starkem Mae zerstort 
11 
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werden. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnte die zerstérende 
Wirkung des Druckes deutlich beobachtet werden. 

Als Beispiel zeigt Abb.1 neben einer wohlerhaltenen Pilzspore mit 
ihren charakteristischen Héckern kleine und kleinste Bruchstiicke von 
Sporen. Die sehr kleinen kugelférmigen Teilchen kénnen méglicherweise 
aus dem Innern der Sporen stammen. Bei dieser Aufnahme von mehrfach 
behandelten, sog. adaptierten Kulturen sind neben den Sporenbruch- 
stiicken noch unversehrt gebliebene Sporen zu finden, die bei den nur 
einmal bedruckten Sporensuspensionen fast stets fehlen. 

Fiir die elektronenmikroskopischen Aufnahmen sagen wir Herrn Dr, H. BreuTELs- 
PACHER vom Institut f. Biochemie des Bodens der Forsch.-Anst. f. Landw. unseren 
besten Dank. 


Zusammenfassung 


Nach Behandlung einer Sporensuspension von Asp. niger mit sehr 
hohen Driicken bis zu 10000 at entwickelte sich diese in der Nachkultur 
nur sehr schlecht. Einerseits werden sehr viele Sporen zerstort, wobei die 
Druckentspannung wahrscheinlich eine starker zerst6rende Wirkung aus- 
ubt als der Druckanstieg und die Druckdauer. Andererseits wiesen die 
Nachkulturen aus behandelten Sporen einen deutlich niedrigeren 
Chitin-Gehalt auf als die entsprechenden Vergleichskulturen. Das fiihrte 
zu einer stark veranderten Mycelkonsistenz, auBerdem war eine erneute 
Sporenbildung nach Druckbehandlung sehr gestért. Durch mehrfache 
Druckpassagen lieBen sich druckresistente Sporen gewinnen, die sich 
in der Nachkultur deutlich besser entwickelten als die nicht vorbehandel- 
ten und nur einmal bedruckten Sporen. 
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Two New Species of Arthrobacter Requiring Respectively 
Vitamin B,,. and the Terregens Factor'* 


By 
A. G. LOCHHEAD 


With 5 Figures in the Text 
(Hingegangen am 17. Marz 1958) 


There is increasing evidence supporting the view that microbial growth 
promoting substances are closely related to ecological aspects of the indi- 
genous microflora of soils and that growth factor effects, which have re- 
ceived much less attention than antagonistic phenomena, could well be as 
important as the latter in affecting the microbial equilibrium in such a 
densely populated environment as arable soil (LocHHEAD 1958). It is 
now well established that B-vitamins as well as other microbial growth 
factors are present in soil, and that microorganisms which require growth 
factors, as well as those which are able to synthesize such substances, 
comprise numerically important segments of the soil microflora (LOcH- 
HEAD 1957; LocHHEAD and BuRTON 1957). 

Vitamin B,, and the terregens factor (LocHHEAD and BURTON 1953a, 
1953b) are two microbial growth factors found to occur in soil; it is 
therefore not surprising that organisms are present for which these 
substances are essential to growth. In a study of 2877 cultures, isolated 
by nonselective procedures to permit quantitative evaluation of three 
control field soils and rhizosphere soils of three crop plants, LocHHEAD 
and Burton (1956) found Byy-requiring bacteria to comprise 6.4, 7.0 and 
7.8% of the population of the controls, corresponding to 4.3, 3.9 and 
4.1 millions per g on the basis of the total plate counts. In the rhizosphere 
the percentages were 3.7%, (wheat), 3.8% (soybeans) and 2.7% (barley). 
Bacteria requiring the terregens factor were roughly one-tenth as 
numerous as those dependent on By» and showed a similar pattern with 
respect to control and rhizosphere soils. 

In the course of these investigations various organisms were studied 
which, in view of their requirements for specific growth factors, showed 
promise for use in. the detection of various growth-promoting substances. 
Some of these cultures have recently been used as indicator organisms in 
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studies of the capability of the predominant soil bacteria for synthesis of 
growth factors (LocHHEAD 1957). The present report deals with the 
morphological, cultural and physiological characteristics of two of these 
organisms, members of the genus Arthrobacter (BREED et al. 1957), for 
which vitamin B,, and the terregens factor (TF) represent, respectively, 
essential growth factors!. Preliminary information, particularly on 
vitamin requirements, has been given in earlier reports (BurTON 1957; 
LocHHEAD and Burton 1957). 


Material and Methods 


The organisms were selected from a large number of isolates obtained from soil in 
1955 by plating and isolation procedures previously described (LocHHEAD and 
Burvron 1956, 1957) and screened for their nutritional requirements by the method 
of LocuHEaD and Case (1943). Organisms requiring B,, or TF comprised the 
great majority of those unable to grow in media containing salts, glucose and amino 
acids with added B-vitamins (other than B,,) or yeast extract, but which developed 
well on the addition of soil extract. In the case of those for which B,, was essential 
soil extract could be replaced by the pure vitamin (2 mug/ml), while TF-requiring 
forms could develop upon addition of a purified concentrate of the factor (0.1 g/ml), 
extracted from culture filtrates of Arthrobacter pascens, in place of soil extract 
(Burton et al. 1954). 

Growth factors, other than B,, or TF, essential for the organisms were determined 
by methods described by LocuHEAD and Burton (1957). These involved the use of 
a basal medium containing inorganic salts, glucose 0.1% and vitamin-free ““Casamino 
acids” (Difco) 0.1% for studying the essentiality of the following vitamins: thiamine, 
biotin, pantothenic acid, riboflavin, nicotinic acid, pyridoxine (with pyridoxal and 
pyridoxamine), p-aminobenzoic acid, folic acid, inositol and choline. 

In experiments involving quantitative measurements of growth response duplicate 
tests were carried out with 50-ml Erlenmeyer flasks containing 10 ml of medium. 
Inoculation was made with washed cells and cultures incubated on a shaker at 
26° C. for 48 hours after which turbidity readings were made with a Klett-Summer- 
son photometer. 

The morphological and physiological properties of the organisms were studied by 
employing appropriate solid or liquid media which were in most cases modified to 
insure the presence of the requisite growth factors. This was effected by the addition 
of By, (0.2 4g/100 ml) or TF (10 ~g/100 ml) according to the needs of the culture, 
plus either yeast extract (0.194) or the specific additional vitamins required by the 
organism in question. Tests were carried out at 26° C, 


Growth Factor Relationships 
The need of the cultures for vitamin B,, and the terregens factor 
respectively is shown in Fig.1. Neither organism shows growth in a 
medium of salts, glucose, ““Casamino acids” and yeast extract. However, 
No. 541 develops well on addition of B,,; No. 401 on the other hand 
shows no response to B,, but grows well on addition of TF which is 
ineffective for promoting growth of No. 541. 


* The cooperation of Miss M. O. Burton, formerly of this laboratory, during the 
earlier stages of the work here reported is acknowledged with thanks. 
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It was found in the preliminary experiments that in addition to By, 
(or TF) yeast extract was necessary for growth of the organisms, sug- 
gesting that other vitamins were required. Qualitative studies showed 
that for No. 547 thiamine was needed and for No. 40/ thiamine and 
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Fig. 1. Effect of vitamin B,, and terregens factor on growth of No. 541 Arthrobacter duodecadis n. sp 

(tubes 1—3), and No. 401 Arthrobacter {lavescens n. sp. (tubes 4—6) Tubes lyand;4: salts, glucose, 

“Gasamino acids’, yeast extract. Tubes 2 and 5: plus vitamin B,, (2 myg/ml); Tubes 3 and 6: plus 
terregens factor (0.1 “g/ml) 
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Fig. 3. Response of A7throbacter flavescens 


Fig. 2. Response of A rthrobacter 
n. sp. to terregens factor 


duodecadis n. sp. to vitamin By. 


biotin. The relationship of various factors to the development of the two 
organisms is shown in Table 1, in which growth responses are expressed 
in terms of turbidimetric units. With respect to culture No. 541 it is of 
interest that Factor B, the non-nucleotide portion of the molecule of 
vitamin B,,, is unable to replace cyanocobalamin in its nutrition. 

The effect of the concentration of B,, and TF, respectively, on the 
growth of the organisms is shown graphically in Figs.2 and 3. In the 
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experiments in question a basal medium of salts, glucose 0.1°%, and yeast 
extract 0.1°%, was used. Under the conditions of the tests the essentiality 
of the factors in question was confirmed. 


Morphology and Physiology 
Organism No. 541 — Arthrobacter duodecadis n. sp. 
Young cultures show Gram-negative, non-sporeforming rods varying 
in length, usually 1.5 to 4 and 0.5 to 0.6 w wide (Fig. 4, A). Though 
many V- and T-shaped formations occur rods do not exhibit irregularity 


Table 1. Growth response of A. duodecadis and A. flavescens to vitamin By 
and terregens factor respectively 


A, duodecadis A. flavescens 
(No. 541) (No. 401) 
vitamin Bys. terregens factor, 
Essential growth factors Tee thiamine thiamine, biotin 
Addenda to basal medium Growth? yrowth 
None nas eee 5 18 
14 oro wth: LACuOLS emt. aves nena 278 280 
14 growth factors minus vitamin By. . . . 27 = 
Nites tAMenNNCY 5 Cooen © ow Om 274 — 
Vitamin’ Biot iO bite sunet an imemrsmeemr. ees. re 27 -— 
Vitamin B,,, thiamine, biotin. ...... 267 —_ 
Pactor Bb thiaroines DIOuiime me once 20 —— 
14 Growth factors minus TF ....... — 20 
THA thane s OLOUN . ameereen cet 6) eaters — 268 
Yeast oxtracth« ct ses te een eee 9 7 
NAGANO norte. Gta Oh og Me bed 410 — 
WVeast extract, Hacvor.b aan. eee ey fees 10 = 
Yeastrextract: Cho es ot one. eee eens — 367 
' Salts, glucose, vitamin free ““Casamino acids”. ? Turbidity units. 


in shape to the degree shown by certain other species of Arthrobacter such 
as A. globiformis or A. terregens. In addition to the rods, young cultures 
show large coccoid bodies from many of which may be observed germi- 
nating rods, generally one to three in number. Such coccoid cells are 
usually Gram-negative though under certain cultural conditions occasional 
Gram-positive forms may be seen. Cultures undergo characteristic 
changes in morphology so that usually after three days small Gram- 
negative coccoid cells, 0.4 to 0.64, and varying somewhat with the 
medium, become predominant, formed by fragmentation of the rod forms 
(Fig.4, B). In addition, a smaller number of larger coccoids with somewhat 
greater dye-retaining capacity may be noted on most media. These 
represent the “cystites’’ observed in members of this genus by JENSEN 
(1934) and Conn and Dimick (1947) which give rise to rod forms on 
transfer to fresh medium. Motility has not been observed. 
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The organism requires vitamin B,. and thiamine for growth. Vitamin 
B,, is not replaceable by thymidine, methionine or Factor B. 

Colonies on agar are circular, entire, convex with smooth surface, 
cream-colored to pale brown and somewhat translucent, and may reach 
a diameter of 1.5 to 2mm. Surface streak cultures on soil extract agar 
show moderate, filiform growth, only slightly raised, with finely lobate 
edge, cream to pale brown in color, translucent with a waxy lustre and 
soft consistency. On nutrient (beef-peptone) agar there is no growth but 
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Fig. 4. Arthrobacter duodecadis n. sp. A 20-hour culture on salts-glucose-Casamino acids-vitamin agar ; 
B 5-day culture on soil extract agar (x 1200) 


with the addition of the requisite vitamins good growth occurs though 
without chromogenesis; upon the addition of soil extract erowth is 
brownish with the surface developing a “‘ground glass” appearance due 
to secondary colonies. Growth is more abundant on a medium of salts, 
glucose, ‘“Casamino acids”, yeast extract and B,, on which it is colorless 
to very pale brown and less translucent. Stab cultures in soil extract-yeast 
semisolid agar show growth along the line of inoculation, best near the 
top with brownish surface growth. In nutrient broth no growth is 
observed, but on addition of vitamins the organism produces slight 
turbidity without surface pellicle but with a slight, stringy sediment. 
Stab cultures in nutrient gelatin containing yeast extract and B,, show 
saccate liquefaction which later becomes stratiform with clear liquid and 
some brownish sediment. The action may be confirmed by use of plates 
of soil extract agar with 0.4% gelatin on which streak cultures show a 
characteristic zone of clearing. Similar plates with 1°, starch show no 
diastatic action. Reduction of nitrate to nitrite occars in nitrate broth 
with growth factor addenda. In milk containing yeast extract and B,, no 
change is evident within one month; however, on soil extract plates with 
10% skim milk streak cultures reveal hydrolysis of casein by a definite 
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zone of clearing. In nutrient broth supplemented by yeast extract and 
B,, the addition of glucose, sucrose or lactose shows little or no effect on 
the growth of the organism nor is acid produced. Neither indole nor 
acetyl-methyl-carbinol is formed in appropriate media. 

Tests in suitable media containing the vitamins essential to growth the 
organism is unable to utilize nitrate or ammonium salts as sole source of 
nitrogen, nor citrate as sole carbon source. The temperature range for 
growth of the culture extends from approximately 12° to 35° C., only a 
trace of growth being evident at 10° and none at 37° C. Good growth is 
shown from 20° to 32° C. 


Organism No. 401 — Arthrobacter flavescens n. sp. 

Young cultures occur as non-sporeforming rods varying in width from 
0.4 to 0.6 w and in length from 1 to 6 w, the average dimensions varying 
to some degree with the medium (Fig.5, A). The rods may vary in form 
from short, straight cells to longer cells which may be bent, curved or 
swollen while occasionally rudimentary budding may be observed. 
Many V, Y and T-shaped formations may occur. The rods are in general 
Gram-negative though more rarely Gram-variable to Gram-positive 
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Vig.5. Arthrobacter flavescens n. sp. A 20-hour culture on soil extract agar; B 5-day culture on soil 
extract agar (x 1200) 


forms may occur. The organism passes rapidly from the rod to the coccoid 
stage so that after one day small round to oval cells appear, apparently 
formed by fragmentation of the rods and subsequently the culture consists 
entirely of coccoids (Fig.5, B). The coccoids, which vary from Gram- 
negative to Gram-positive, depending upon the medium and age of the 


culture are approximately 0.5 4 in diameter. Motility has not been 
observed. 
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This organism requires for growth the terregens factor, which may be 
replaced by coprogen or ferrichrome; in addition, thiamine and biotin are 
essential for growth. 

Colonies on agar plates are circular, entire, convex, yellow, with a 
smooth, glistening surface, and may reach a diameter of 2.5 mm. Surface 
streak cultures show a moderate to abundant filiform growth, with 
finely lobate edge, smooth, opaque, glistening and soft; the color varies 
from pale yellow in soil extract agar to bright lemon yellow on media 
containing ‘‘Casamino acids’. There is no growth on plain nutrient agar 
but with the addition of the appropriate growth factors the organism 
develops well. Stab cultures in soil extract-yeast semisolid grow best 
near the surface where the growth is yellow. In plain nutrient broth no 
growth is seen but with added growth factors there is moderate uniform 
turbidity, no surface pellicle but a stringy sediment. 

Stab cultures in nutrient gelatin, plus yeast extract and TF, show a 
liquefaction, at first crateriform but later stratiform; on soil extract agar 
plus 0.4% gelatin streak cultures give a zone of clearing. Diastatic 
action is observed on starch agar with growth factors. Nitrates are 
reduced to nitrite in appropriate media. In milk with yeast extract and 
TF no change is caused; however streak cultures on soil extract agar with 
10% skim milk show case in liquefaction. In suitable basal media the 
addition of glucose causes no change in reaction; however, slight acidity 
is produced with sucrose and slight alkalinity with lactose. Indole and 
acetyl-methyl-carbinol are not formed. 

In suitable media containing the essential growth factors the organism 
is unable to utilize inorganic nitrogen as sole nitrogen source, nor citrate 
as sole source of carbon. The temperature range for growth extends from 
approximately 8° to 40° C. with best growth between 20° and 32° C. The 
organism develops only slightly at 10° but grows well at 37° C. 


Systematic Position of the Organisms 

Conn (1928) first called attention to the existence of a bacterium 
occurring in soil which showed pronounced pleomorphism in that it 
changed from a distinct rod in young culture to a coceus form in older cul- 
ture and showed, in the rod stage, morphological characteristics suggestive 
of Corynebacterium. In view of certain differences that distinguished this 
soil organism from corynebacteria of animal origin, however, Conn did not 
assign it to this genus but named it Bacterium globiforme. Later Conn and 
Dimoick (1947) proposed a new genus, Arthrobacter, for the inclusion of 
soil forms typified by B. globiforme (. ‘Arthrobacter globiformis) which, though 
related to Corynebacterium, were regarded as having characteristics suffici- 
ently distinct to justify generic separation. The genus Arthrobacter has been 
given recognition in the 7th edition of Bergey’s Manual (BREED et al. 1957). 
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It is considered that both of the organisms here described possess 
morphological and physiological characters that indicate a close relation- 
ship to the bacteria which have been assigned to this genus and that they 
fall within the definition of Arthrobacter. At the same time they exhibit 
properties that clearly distinguish them from previously described 
species of the genus and from each other; such differences are believed 
sufficient to warrant specific distinction. Accordingly organism No. 541, 
requiring vitamin B,, is herewith named Arthrobacter duodecadis n. sp. 
and organism No. 401, which requires the terregens factor, Arthrobacter 
flavescens n. sp. 


Summary 


The morphological, cultural, nutritional and general physiological 
properties of two species of bacteria, isolated from soil, are described 
which require for growth vitamin B,, and the terregens factor respectively. 
Both organisms undergo the change in morphology from a rod stage in 
young culture to a coccoid stage in older culture which is characteristic 
of members of the genus Arthrobacter Conn and Dimuick and are 
considered to be most appropriately assigned to this genus. In view of 
their differences from other described species and from each other the 
organism for which vitamin B,, is essential is named Arthrobacter duode- 
cadis n. sp. and that requiring the terregens factor Arthrobacter flavescens 
n. sp. 
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The remarkable concentration of dipicolinic acid (DPA) in bacteria 
spores (PowELL 1953; PERRY and Foster 1955; TrneLi1 1955) natu- 
rally directs interest to the biosynthesis, function and other aspects 
of this compound. Consequently, methods for the isolation, purification, 
identification and assay of DPA assume a growing importance. The 
following experiences deal with the influence of a hitherto little consi- 
dered property of DPA in relation to those methods, namely, its chela- 
tion characteristics. 

Pyridine carboxylic acids are well-known chelators (MARTELL and 
Carvin 1952; Tamarr and Kas 1952) and DPA (pyridine-2 : 6-dicarb- 
oxylic acid) is no exception. However, apparently the only specific in- 
formation available on the chelation characteristics of DPA are the acid- 
base titration curves of the magnesium, calcium and copper complexes 
(PowELL and STRANGE 1956) and certain titration data on the relative 
stabilities of DPA complexes with several bivalent metals (SuzvKr and 
YaNASAKr 1957). Spectrophotometric characterization of the absorp- 
tion of light in the ultraviolet region by the chelates of DPA with a va- 
riety of metallic cations has been completed and will be reported else- 
where (SLEPECKY and FosTER 1958). 

Inasmuch as paper chromatography is a useful technique for isola- 
tion and characterization of DPA (PERRY and Foster 1955, 1956; 
Krisuna Murty and Hatvorson 1957), an aberrant chromatographic 
behavior of DPA traceable to its chelation capacity warrants descrip- 
tion. 

Methods 

A. Preparation of spore extracts and chromatographic procedures. The only organic 

derivative of DPA thus far known to exist in spores is the small proportion of the 


monoethy] ester of DPA isolated from acid-hydrolyzed spores of Bacillus cereus var. 
mycoides (PERRY and Foster 1956). The object of the present experiments was to 
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determine if milder conditions of hydrolysis of the spores would result in (1) recovery 
of a larger fraction of the total DPA as the monoethyl ester, and (2) detection of 
other ethersoluble combined forms of DPA. 

Several different species of aerobic spore-forming bacteria were grown and 
allowed to sporulate in media of different compositions. Aliquots of the various 
washed spore preparations were boiled for different times in various concentrations 
of H,SO, in order to liberate maximal amounts of DPA from the spores. The 
strongest treatment was 15 min. boiling in 3" H,SO, (Perry and Foster 1956) 
and the mildest was 2 min. boiling in 0.1 N H,SO,. Following hydrolysis, the 
solutions were neutralized with KOH and extracted with alkali-washed diethyl 
ether in a continuous liquid-liquid extractor. The aqueous solutions were then 
adjusted to pa 1.0 with H,SO, and re-extracted with fresh alkali-washed diethyl 
ether. A small amount of water was added to the ether solution and the ether was 
removed by evaporation. These aqueous solutions were applied as spots to sheets of 
Whatman no. 1 filter paper. Each solution was chromatographed ascendingly in 
parallel with authentic DPA in 3 different solvent systems. The solvent systems 
employed were: Solvents A, diethyl ether-formic acid-water = 84: 6:4 volumes, 
solvents B, n-butanol-methanol-acetic acid-water = 3: 1:1: 1 volumes, solventsC, 
ethyl acetate-acetic acid-water = 3: 1: 1 volumes. After being dried in a current of 
air at room temperature, the papers were examined for spots relatively opaque to 
ultraviolet light when viewed in a dark room. 

B. Preparation of pure authentic DPA. The preparation of spectrophotometrically 
pure authentic DPA required some special precautions since it has been shown 
(Sterpecky and Fosrer 1958) that specimens of crystalline DPA not specially 
purified may be sufficiently contaminated with chelated metals as to distort the 
ultraviolet absorption spectrum. Two procedures were employed with equally 
satisfactory results. 

1. Commercial DPA was dissolved in 0.1 N H,SO, and extracted with alkali- 
washed diethyl ether. After evaporation of the ether, the residue was crystallized 
and recrystallized from water deionized by passage through ion exchange resins. 
The resistance of the deionized water was > 10° ohms. 

2. Commercial DPA was dissolved in a minimal volume of 0.1 ~ HCl and crystal- 
lized from that solution. The product was dried in vacuo over NaOH pellets and the 
HCl-free material then recrystallized from deionized water. The colorless, needle- 
shaped crystals obtained in both cases melted at 229° C (capillary tube) (corrected, 
236° C) with decomposition and liberation of CO,. A portion of the pure product 
held for 24 hours at 106°C lost no weight, indicating the absence of water of erystal- 
lization. The literature values for the melting point of DPA range from 226° C to 
246° C (Hess and Wissrna 1915, Sorse and Bucnpann 1950, Powerxt 1953, 
Brack, Durr and Corson 1949, Marues, Savermince and Kurry 1955, Pump 
1954, Perry and Fosrur 1955, 1956). 


Results 


Chromatography in different solvent systems; ultraviolet 
absorption spectra of the material in the spots. In solvents A only 
a single ultraviolet-absorbing spot (Rp = 0.75) was observed on paper 
chromatograms of the spore extracts. In solvents B and C, however, 
the chromatograms from liberal applications of several spore extracts 
clearly showed the presence of at least three well-defined spots of about 
equal intensity, with different Rp values (Table 1). The different spots 
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from the extract of B. megaterium were cut out from the chromato- 
grams, the cut-outs extracted with water and the ultraviolet absorption 
spectra of these solutions were determined in a model DU Beckman spec- 
trophotometer (Fig.1). The middle spots from both chromatograms 


Table 1. R; values of uliraviolet-absorbing spots in spore extracts 


Solvents B | Solvents C 
Slow-moving spots ... | 0.19 0.28 
Middietspotreet. >. ee ss 0.35 0.41 
Fast-moving spot .... 0.71 0.81 
Authentic DPA (40ug) . 0.35 0.40 


Solvents B. n-butanol-methanol-acetic acid-water = 3: 1:1: 1 volumes. 
Solvents C. ethyl acetate-acetic acid-water = 3: 1: 1 volumes. 
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Fig. 1. Absorption spectra of eluates of the spots at different Re values on chromatograms of an 
extract of spores of Bacillus megaterium. 1 Chromatogram developed in n-butanol-methanol-acetic 
acid-water (3:1:1:;1 vols.); 2 Chromatogram developed in ethyl] acetate-acetic acid-water 
(3:1:1 vols.) 


have the same maxima at 264, 270 (principal) and 278 my as those repor- 
ted for free DPA (Perry and Foster 1956) and for calcium dipicoli- 
nate (PowELL 1953). However, the relative heights of the maxima at 
278 and 270 my are much closer to those of calcium dipicolinate than 
of free DPA. The absorption spectra of the single spots in the chromato- 
grams of authentic DPA in solvents B and C were virtually identical 
with those of the middle spots in Fig.1. Consequently, the middle 
spots in the spore extract chromatograms are assumed to be DPA. 
At first, the slow- and the fast-moving ultraviolet absorbing spots from 
the spore extracts were regarded as different organic derivatives of 
DPA on account of (1) Rr values different from authentic DPA, (2) their 
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apparent absence inthe chromatograms of the authentic DPA, and (3) their 
different though similar absorption spectra. Thus, the slow-moving spots 
had maxima at 269 and 276—277 my as compared to 270 and 278 mu 
for the middle spot and for authentic DPA. Similarly, the fast-moving 
spots had maxima at 277 my and the ratios of absorbance at 270/278 
were quite different from the corresponding ratios of authentic DPA. 
However, the following findings 
necessitated another interpretation of 
the apparent differences: (1) Rechro- 
matography of aliquots of eluates of 


Optical density 


0400 the fast-moving spots in solvents A, B 
and C revealed only one spot with the 
same Rf value as authentic DPA chro- 
matographed in parallel. (2) The same 

as result was obtained by spotting a 
smaller amount of the spore extracts 


than was used originally. (3) Multiple 
spots with virtually the same differen- 
ces in Ry values and with absorption 
spectra similar to those in Fig. 1 
262 206 27) 27¥ 278 262M could be obtained by chromato- 
Fig.2. Absorption spectra of dipicolinic acid graphing authentic DPA in larger 
in deionized water. 1 Unchromatographed, 3 
10 g/ml. 2 Eluate of fast-moving spots amounts than previously employed, 
Fe aaa iene icant 1» approximately 150 yg per appli 
methanol-acetic acid-water(3:1:1:1 vols.) cation. As an example of (3), the ab- 
sorption spectrum (Figure 2) of the 
fast-moving spot (Rr 0.73 in solvents B) in a chromatogram of authentic 
DPA was characterized by a considerable suppression of the secondary 
maximum at 278 mu as compared to the spectra of the slow moving and 
the middle spots typified in Fig.1. These properties approach those of 
unchromatographed DPA, which in deionized water has only suggestions 
of secondary maxima (Fig. 2). 

Pure unchromatographed DPA has a single strong absorption maxi- 
mum at 273 mu. Kig.2 shows the distinct alteration in the absorption 
spectrum of the fast-moving spot from a chromatogram relatively over- 
loaded with authentic DPA, as compared to the absorption spectrum of 
unchromatographed DPA. The principal maximum is shifted to 271 my, 
a conspicuous secondary maximum is exhibited as a plateau at 275 to 
287 mu, and a slight but definite inflection is evident at 264—265 mu. 
The shift in the principal maximum and the appearance of the 2 distinct 
secondary maxima at approximately 264 and 278 mu, respectively, are 
characteristic of several different metal chelates of DPA (SLEPECKY and 
FostEr 1958), including the calcium chelate (PowELL 1953). 
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Compared to the absorption spectrum of the specially purified DPA 
shown in Fig.2, previously published curves for the absorption spec- 
trum of free DPA (PowxrLt 1953; Perry and Fostur 1956) are some- 
what inaccurate; they undoubtedly reflect the content of a proportion 
of one or more metal chelates of DPA. 

It may be concluded that the paper chromatographic separating of 
spore extracts into several different ultra-violet-absorbing spots was not 
due to the presence of a mixture of combined and free DPA, but rather 
that the movement of DPA was influenced markedly by metal contami- 
nants in the paper, forming DPA chelates which show distinct differ- 
ences in chromatographic and spectrophotometric behavior. 

A satisfactory explanation for the fact that only one spot is obtained 
in solvents A, and 3 spots in solvents B and C, is not altogether appa- 
rent. A possible explanation may be in the fact that formic acid (in sol- 
vents A) is a considerably stronger acid (K = 1.76 x 10-4) than acetic 
acid (in solvents B and C) (K = 0.75 x 10-5). Increased hydrogen ion 
concentration displaces metals from chelates (MarTELL and CAaLvIN 
1952) and it may well be that solvents A favors the free acid condition 
of DPA by suppressing its chelation. 

No evidence has been found for the presence of significant amounts 
of organic derivatives of DPA in spores extracted under the mildest 
conditions mentioned above. This conclusion was independently corro- 
borated after the completion of this work by experiments in which a 
possible decomposition of bound forms of DPA by acid and by heat 
were excluded. Thus, the water-soluble portion of spores of B. cereus var. 
mycoides disrupted mechanically in water at 5°C contains at least 97 
per cent of the DPA of the spores in a dialyzable form indistinguishable 
from free DPA (Rov and Fostxr 1956). 

Paper chromatographic behavior of authentic DPA. If less 
than approximately 100 « of spectrophotometrically pure DPA was ap- 
plied as a spot in the chromatographic systems described above, essen- 
tially all the DPA was converted to chelate by available metal(s) in the 
paper and it migrated as a single spot. If approximately 150 wg or more 
of DPA was applied as a spot, some free DPA moved well ahead of the 
chelated DPA, and formed a distinctive short streak, leaving chelated 
DPA behind as it combined with metal impurities during its movement 
up the paper. Enough metal impurities were present to bind two succes- 
sive portions of the DPA as chelates. Even the fastest moving spot was 
partially a chelate of DPA; in all probality, the succession of distinct 
spots would have continued had the solvent present progressed further 
on a longer paper. 

This interpretation was verified by an experiment which used a sheet 
of Whatman no. 1 paper that was pretreated to remove the free metal 
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contaminants. The paper was washed for 36 hours with a solution of 
0.1 per cent sodium versenate (Na ethylenediamine tetraacetate). The 
wash liquid was frequently stirred and replaced by fresh liquid. Next the 
paper was washed with deionized water until it was versene-free and then 
dried in air. Spots containing 40, 70 and 160 ug, respectively, of pure 
DPA were applied to the purified paper, and the chromatogram developed 
in solvents B. In contrast to all previous experience with unpurified 


0420 


0.090 


= 
SS 


S 
aS 


Optical density 


S 
8 
Optical density at 273 mn 
S 
S 


0.700 


0070 t 


262 «266 270 —2H¥ 278 ML 5 De ate me ee OM TOL 
pg/ml 
Abb. 3 Abb. 4 


- 

Fig. 3. Absorption spectrum of dipicolinic acid eluted from the one spot (Rz 0.76) on a chromatogram 
prepared from 40 ug dipicolinic acid. The Whatman no. 1 paper was pre-washed with Na ethylene- 
diamine tetraacetate (versene) to remove metal impurities. Chromatogram developed 
in n-butanol-methanol-acetic acid-water (3:1: 1:1 vols.) 


Fig. 4. Standard curve of absorbance at 273 my of known concentrations of unchromatographed 
dipicolinic acid in deionized water 


paper developed in solvents B, only a single ultraviolet-absorbing spot 
(Rr = 0.76) was detected for all three concentrations of DPA. The ab- 
sorption spectrum (Fig.3) of the material in eluates of the spots 
resembled the spectra of the previously described fast-moving 
spots (Rr 0.71, Fig.2) on overloaded, unwashed paper. Even so, the 
secondary peaks at 265 and 278 mu were not abolished completely, 
pointing up the difficulty of fully eliminating metal contaminants in this 
procedure. 

The above results, together with other similar experiences, make it 
clear that the metal content of chromatographic paper decisively in- 
fluences the chromatographic behavior of DPA in certain solvent sy- 
stems and alters by chelation the ultraviolet absorption spectra of the 
eluted spots. 
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Quantitative assay of DPA. For a quantitative spectrophoto- 
metric assay of DPA it is, therefore, important to exclude rigorously all 
unwanted chelating metals. This is especially true since the maximal 
specific absorbance is different for various metal chelates of DPA 
(StEPECKY and Foster 1958). Acidic ether extracts of spores prepared 
by heating suspensions of spores in water or dilute acid as described by 
Perry and Foster (1956) were found to be sufficiently free from metals 
and from other materials with significant absorption in the ultraviolet 
region of the spectrum that they could be used directly for spectro- 
photometric assay. A small amount of deionized water was added to 
the ether solutions, and after evaporation of the ether, the absorbance 
was measured at 273 my, the absorption maximum of non-chelated 
free DPA. Figure 4 shows the linear response in a standard curve of 
absorbance of kown amounts of DPA treated according to the above 
procedure. It is obvious that this procedure provides an accurate assay 
of DPA. It eliminates certain disadvantageous operations essential 
in other assays of DPA (Perry and Foster 1955; JANSSEN et al. 
1958). Its sensitivity is about 10 times greater than the colorimetric 
procedure based on the ferrous-DPA complex (JANSSEN et al. 1958), 
thereby permitting the analysis of correspondingly smaller amounts 
‘of samples. 
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Summary 


Paper chromatography of 100 wg or more of dipicolinic acid (DPA) in 
acetic acid-containing solvents resulted in 3 distinct ultraviolet-absorbing 
spots at different Ry values. The ultraviolet absorption spectra of eluates 
of the respective spots were different; this is ascribed to metal chelates 
of DPA. As DPA moves up the paper, it chelates with metal impurities 
in the chromatographic paper. The chelates have lower Ry values than 
free DPA which is the fastest moving spot. This condition arises only when 
the amount of DPA exceeds the chelation capacity of metal impurities 
in the system. Chromatographic paper pre-washed with Na ethylene- 
diamine tetraacetate to remove the metal impurities gave only a single 
spot. Chromatography in a formic acid-containing solvent did not pro- 
duce the chelate spots. A possible explanation is advanced for this be- 
havior. A sensitive, simple spectrophotometric assay of DPA is describ- 
ed based on optical density at the wave length of maximal absorption 
of DPA, 273 mu. 
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Die Wirkung der Bestrahlung mit ultraviolettem Licht 
auf Mikroorganismen, untersucht an Einzell- Kulturen* 


Von 
R. MEYER und K. MEYER-PIETSCHMANN 


Mit 16 Textabbildungen 


(Hingegangen am 20. Mai 1958) 


Bei der uniibersehbaren Fiille radiobiologischer Untersuchungen gibt 
es verhaltnismakig wenige, die sich mit der Wirkung von Bestrahlungen 
auf isolierte Individuen von Mikroorganismen befassen. Das ist bei der 
Kleinheit der Mikroorganismen durchaus begreiflich. Kin Teil dieser 
Organismen, soweit ihre Gréfe namlich unterhalb der Auflosungsgrenze 
des Mikroskopes fiir sichtbares Licht liegt, scheidet von vornherein aus. 
Aber auch kleinere Bakterien bieten technisch betrachtliche Schwierig- 
keiten, und selbst noch bei grd®eren Mikroorganismen ist ein erheblicher 
technischer Aufwand erforderlich, wenn es sich darum handelt, eine 
gréBere Anzahl von diesen in Einzell-Kulturen zu ziehen und sie in ihrer 
Nachkommenschaft einzeln genetisch zu verfolgen. Im Gegensatz zu den 
statistischen Methoden, wie sie z. B. bei der Untersuchung der Dosis- 
Effekt-Kurve angewandt werden, kann man hier bei geeigneter Versuchs- 
anordnung jedes Individuum in seinem Verhalten unter dem Mikroskop 
studieren. Allerdings ist damit von vornherein der Anzahl der untersuch- 
baren Individuen eine ziemlich enge Grenze gezogen; damit ist der 
Anwendungsbereich einer solchen Methode auf bestimmte Fragestellun- 
gen beschrankt. 

Fiir die im folgenden mitgeteilten Versuche wurden die Hinzell-Kulturen mit 
Hilfe der Barberschen Pipette am Mikromanipulator hergestellt und auf Lindner- 
schen Hangetropfen gezogen. Manche dieser Tropfen wurden spater auf Kultur- 
rohrchen oder Kulturschalen tibertragen. Fiir den Augenblick der Bestrahlung wurde 
das Deckglaschen mit dem Lindnerschen Tropfen auf ein Quarztragglas mit Ring 
gelegt; sonst wurden die iiblichen Hohlschliffobjekttrager verwendet. Als Strah- 
lungsquelle diente der Cadmiumfunke der Kéhlerschen mikrophotographischen 
Einrichtung fiir ultraviolettes Licht. Mit Hilfe eines Monochromators kann man 
bei diesem Gerat die gewiinschte Wellenlinge einstellen. Fiir unsere Versuche 
wurde ausschlieBlich die Wellenlange 4 = 257 mu verwendet, in deren Nahe die 
DNS ein starkes Absorptionsmaximum hat. Das Kohlersche Gerat erlaubt, die 


Fokusierung und Bestrahlung des Objektes unter mikroskopischer Kontrolle vor- 
zunehmen. Dies ist notwendig, da eine merkliche Aberration des Quarzkondensors 


* Herrn Professor Dr. Dr. h. c. RrpPEL zum 70. Geburtstag gewidmet. 
12% 
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dieser Apparatur eine sorgfaltige Fokusierung der Strahlungsquelle, eine genaue 
Ortung des zu bestrahlenden Objektes mit Hilfe einer Okularmarke und die Beriick- 
sichtigung der Streuung der Dicke der einzelnen Hangetropfen erfordert. Durch 
eine geeignete Markiernungemethode war ein schnelles Auffinden der Einzelzelle 
million! so da der ganze ProzeB der Isolierung , Ubertragung auf den Quarzobjekt- 
trager, Bestrahlung und Riickiibertragung anf. den gewohnlichen Objekttrager im 
Mittel etwa 3 min je Individuum beanspruchte. Dadurch war es moglich, an einem 
Tage etwa 100 Einzell-Kulturen herzustellen und zu bestrahlen. Bei fast allen Ver- 
suchen wurden auBerdem unbestrahlte Einzell-Kulturen als Kontrollen mitgefiihrt. 
Die Einzelzelle befand sich auf der Nahrbodenoberflache, so daB sie unmittelbar den 
Strahlen ausgesetzt und nicht von Fliissigkeit umgeben war. Als Nahrsubstrate 
dienten fiir Bakterien Bouillon-Agar, fiir Pilze Wiirze-Agar!. Durch Vorversuche 
wurde festgestellt, das eine Vorbestrahlung dieser Nahrbéden mit der von uns ver- 
wendeten Strahlendosis keinen Einflu8 auf die Entwicklung unbestrahlter Organis- 
men hatte. Auf technische Einzelheiten soll in einem spateren Bericht eingegangen 
werden. 

Fiir unsere Versuche wurde die Bestrahlungsdosis nach Méglichkeit so gewahlt, 
daB etwa die Halfte der Individuen iiberlebte, waihrend die andere HAlfte letal 
geschadigt wurde: es wurde — wenn man das so ansehen will — nur ein Punkt der 
Dosis-Effekt-Kurve ausgewahlt. Natiirlich konnte eine solche Dosis nicht genau 
eingehalten werden. So ergaben z. B. zwei an Oospora lactis ausgefiihrte Versuche 
die folgenden Zahlen: von 93 bzw. 94 Individuen waren nach der Bestrahlung 55 
baw. 38 letal geschadigt und 38 bzw. 56 tiberlebend. Von diesen letzteren entwickel- 
ten sich 30 bzw. 52 normal, dagegen wiesen 8 bzw. 4 Anomalien in der Entwicklung 
auf. Diesen letzteren haben wir unsere besondere Aufmerksamkeit zugewandt. Die 
Beobachtungen muBten sich aus Zeitgriinden auf leicht erfaBbare morphologische 
Merkmale beschranken, obwohl vielleicht physiologische Veranderungen ein 
groBeres Interesse hatten beanspruchen kénnen. In einer Reihe von Fallen konnten 
jedoch cytologische Untersuchungen ergainzend vorgenommen werden. 

Als Versuchsobjekte dienten Bakterien und Pilze. 

In diesem Bericht soll nur einiges tiber die Beobachtungen an Oospora lactis 
mitgeteilt werden, waihrend die Mitteilung tiber die anderen Mikroorganismen und 
Literatur einem spiateren Bericht vorbehalten bleiben soll. Die Ausgangskultur 
dieses Pilzes wurde der Sammlung des Institutes entnommen. Von dieser Kultur 
wurde eine Reihe von Kinspor-Kulturen hergestellt und in zwei orientierenden Ver- 
suchsreihen zunachst die geeignete (vgl. oben) Bestrahlungszeit fiir dieses Objekt 
zu 1 sec bestimmt, die fiir alle Versuche beibehalten wurde. Von einer der bei diesen 
beiden Versuchsreihen mitgefiihrten nichtbestrahlten EKinspor-Kulturen ausgehend 
wurden dann die weiteren Bestrahlungsversuche durchgefiihrt. 

Nach den Literaturangaben schwanken die Higenschaften von Oospora lactis 
etwas; die morphologischen Eigenschaften werden auch durch die Zusammen- 
setzung des Nahrsubstrates beeinfluBt. Der Pilz entwickelt vegetativ Sporen mit 
einer verstiirkten Membran, die meistens kurzzylindrisch, mitunter etwas ellipsoi- 
disch oder wiirfel- bis kugelférmig sind. In der Literatur wird angegeben (z. B. 
Deirscn), daB diese Sporen darcky Abschniirung an den Hyphenenden entstehen, 
so daf die an der Basis befindlichen Sporen die jiingsten seien. Das entspricht nicht, 
oder doch nicht immer, dem wirklichen Verhalten. Vielmehr ist es in der Regel so, dak 
sich zunachst gréBere Stiicke abschniiren, die auch mehrere Kerne enthalten. Diese 
Stiicke zerfallen dann nach und nach, indem sie sich an den bereits vorher gebildeten 
Scheidewanden trennen, ohne daf eine bestimmte Reihenfolge zu erkennen ist, 
nach welcher die 'Trennung an den einzelnen Querwinden erfolgt. Bei der Trennung 


' Aus Malz der Stiidtischen Brauerei, Gottingen. 
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wolben sich infolge Turgors die Enden der Sporen kalottenartig vor; dies geschieht 
zuweilen so plotzlich, da die dabei sich trennenden Sporen ein kurzes Stiick fort- 
geschnellt werden. Die kleinsten Abschnitte enthalten einen oder zwei Kerne; es ist 
aber nicht ohne weiteres zu erkennen, welches die einkernigen, und welches die 
zweikernigen Sporen sind. 


Die Bestrahlung der Spore von Oospora lactis mit Ultraviolett von 
A = 257 mu kann, wie bereits erwihnt, fiir diese dreierlei Folgen haben: 


1. Hat die Bestrahlung letal gewirkt, so tritt oft gar keine weitere Veranderung der 
Spore ein; nach einiger Zeit bilden sich im Inneren der Spore meist Granula. Mit- 
unter verandert sich die Spore nach der Bestrahlung noch ein wenig, stellt aber, 
meist nach Austritt von Zellinhalt, ihre Lebenstatigkeit bald ein. In anderen Fallen 
entwickelt sich noch ein kurzer Keimschlauch oder gar ein kleines verzweigtes 
Hyphenstiick, die aber dann, ebenfalls meist unter Austritt von Zellinhalt, schnell 
zugrunde gehen. 

2. Bei den iiberlebenden Individuen tritt in den meisten Fallen zwar 
eine normale Entwicklung ein, aber — wenigstens anfangs — mit einer 
Verzégerung. Seltener treten bei den Uberlebenden zu Beginn Wachstums- 
anomalien auf, die aber noch wahrend des Wachstums auf dem Hange- 
tropfen verschwinden, so da man spater das Mycel nicht mehr von dem 
einer unbestrahlten Kontrolle unterscheiden kann. 

3 Nur in verhaltnismaBig wenigen Fallen (vgl. oben 8.180) sind diese 
Wachstumsanomalien so bestindig, daf sie auch noch an den unbestrahl- 
ten Subkulturen von bestrahlten Kulturen nachgewiesen werden k6nnen. 
Diese Anomalien sind aber immer mehr oder weniger labil und pflegen 
sich von Subkultur zu Subkultur allmahblich zu verandern. Zum Studium 
dieser Verainderungen wurden von vorbestrahlten Kulturen, meist schon 
vom Hangetropfen aus, . Einspor-Subkulturen angelegt. Wegen der 
Labilitat der Anomalien wollen wir bei diesen nicht von ,,Mutationen* 
sprechen, obwohl wegen der verwendeten Wellenlinge mit gelegentlichen 
Veranderungen der Gene gerechnet werden mu. Aber es ist nicht von 
der Hand zu weisen, da daneben noch andere Faktoren am Zustande- 
kommen der Anomalien mitwirken konnen. Im allgemeinen ist im Ver- 
laufe der aufeinander folgenden Einspor-Subkulturen eine Tendenz zur 
Riickentwicklung auf die normale Form hin zu erkennen. In keinem 
Falle war es moglich, eine bestimmte aufgetretene Anomalie tiber beliebig 
viele Einspor-Subkulturen hinweg zu erhalten. Ganz aussichtslos ware 
natiirlich der Versuch, eine solche Kultur in der sonst iiblichen Weise 
etwa durch Uberimpfen von Kulturréhrchen zu Kulturréhrchen mit der 
Platinnadel unverindert erhalten zu wollen; hier wiirden die langsamer 
regenerierenden Hyphen sehr bald von den schneller regenerierenden 
iiberwuchert werden. 

Die morphologischen Veranderungen im einzelnen, die nach der 
Bestrahlung auftreten, sind ahnlich, wie sie an den Zellen der verschie- 
densten Objekte beobachtet worden sind: Blasenbildung (Abb. 11—14), 
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Teilungsstorungen, Austritt von Zellinhalt (Abb.9) u. a.; es braucht mit 
dem Auftreten dieser Anomalien die Lebenstatigkeit der Zelle nicht 
eingestellt zu werden (vgl. unten). Bei Oospora treten zuweilen Anschwel- 
lungen an den Zellenden auf (Abb. 1); oder man kann die Bildung auf- 
fallend verschieden groBer Sporen am gleichen Mycel feststellen. In 


Abb. 1. Oospora lactis. Angeschwollene Zellenden. Fiinfte Einzell-Subkultur 
nach Bestrahlung. 96 Std. alt. Vergr. 200mal 
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Abb. 2. Oospora lactis. Veriinderte Anordnung Abb. 3. Oospora lactis. Veriinderte Anordnung 
der Sporen. Achte Hinzell-Subkultur. der Sporen. Neunte Einzell-Subkultur. 
432 Std alt. Vergr. 200mal 216 Std alt. Vergr. 100mal 


geringerem Ausmafi kommen GréBenschwankungen der Sporen aller- 
dings auch bei unbestrahltem Mycel vor. Infolge der Teilungsanomalien 
ergibt sich gelegentlich eine verinderte Anordnung der Sporen an den 
Hyphen (Abb.2 u. 3); auf den ersten Blick kann man dabei an eine 
Fremdinfektion denken; indessen weist eine Einsporkultur von einem 
solchen Mycel leicht aus, daB es sich um Oospora lactis handelt. 

Ks sei in diesem Zusammenhang nur beiléufig erwahnt, daB bei der Isolierung 
mit der Barberschen Pipette kaum mit einer Fremdinfektion gerechnet zu werden 


braucht; bei den von uns im Laufe dieser Bestrahlungsversuche hergestellten nahezu 
18000 Isolierungen haben wir keine Fremdinfektion durch die Pipette selbst erhalten. 
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Wenn im Verlaufe der spateren Entwicklung der Einzell-Kultur eine solche (selten) 
auftrat, riihrte sie stets von solchen Manipulationen her, die fiir die Herstellung 
der Lindnerschen Trépfchenkultur iiblich sind. 


Auch in der spateren Entwicklung auf dem Hangetropfen lassen 
Mycelien von bestrahlten Sporen Anomalien erkennen. 


Wahrend die unbestrahlten Kontrollen hier ein lockeres und ziemlich unregel- 
maBiges Hyphengeflecht bilden, findet man bei den bestrahlten Kulturen oder deren 
Subkulturen relativ haufig eine mehr oder weniger dichte Lagerung der Hyphen, vor 
allem in der Mitte des Mycels, 
mit der oft eine strahlige 
Anordnung der Randhyphen 
verbunden ist (Abb.4). Bei 
manchen dieser Mycelien er- 
halt sich dieser Wachstums- 
charakter auch in den Sub- 
kulturen langere Zeit, bei an- 
deren bricht aber irgendwann 
plétzlich aus dem strahligen 
Rande ein unregelmaBiges 
Hyphengeflecht hervor; und 
zwar geschieht dies um so 
haufiger, um eine je spatere 
Subkultur seit der Bestrah- 
lung es sich handelt. Hine an- 
dere Abnormitat zeigt Abb. 5: 
hier hat ein kleines Mycel 
auf dem Hangetropfen zwar 


die unregelmaBige Anordnung Abb. 4. Oospora lactis. Kompaktes Mycel mit strahligen 


Randhyphen, auf Hingetropfen. Vierte BHinzell-Subkultur 
nach Bestrahlung. 90 Std alt. Vergr. 135 mal 


der Hyphen einer unbestrahl- 
ten Kultur; aber bis zum 
Augenblick der Aufnahme » 
war es mit Ausnahme eines ,,Busches‘‘ (im Bilde dunkel) mit der Sporenbildung 
zuriickgeblieben. Auf der Kulturplatte hat diese Kultur nicht, wie man vielleicht 
erwarten méchte, ein Makromycel mit Sektorenbildung erzeugt, sondern der Unter- 
schied in der Sporenbildung war nur zeitlich. Die auf den Hangetropfen mit radiarer 
Anordnung der Randhyphen gewachsenen Mycelien entwickeln sich auf der Kultur- 
schale meist zu einem klumpigen Makromycel; erst nach mehreren Wochen entsteht 
um den Klumpen herum ein Rasen, wie er fiir die unbestrahlte Kultur eigentiimlich 
ist, ein Zeichen fiir die allmahliche Regeneration. 


Zur cytologischen Untersuchung des Materials wurden die bestrahlten 
und unbestrahlten Hyphen bzw. Mycelien in umfangreichere Unter- 
suchungen tiber den EinfluB verschiedener Fixierungsmittel wie Subli- 
mat-Alkohol, Chromsiure-Osmiumsauregemische nach Crampy und nach 
Fremmine-Herrz und Osmiumsiuredampf unter Verwendung der 
Feulgenschen Nuklealreaktion und Farbemethoden auf Pilze, Hefen und 
Bakterien mit einbezogen. Es waren natiirlich nur Stichproben (etwa 5%) 
unter dem gesamten anfallenden bestrahlten Material méglich. 


Die groBeren Mycelien wurden so, wie sie als Agar-Hangetropfenpraparate gewach- 
gen waren, mit dem Deckglas in die Fixierungsfliissigkeit in Zimmermannschalchen 
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gebracht oder iiber kleinen GefaBen mit Osmiumsiéuredampf behandelt. In den 
Fliissigkeiten léste sich das Agartropfchen von selbst vom Deckglas und wurde durch 
die weiteren verschiedenen Fliissigkeiten mit Hilfe eines kleinen Platinspatels tiber- 
tragen. Die Hydrolyse in n-HCl von 60° C wurde in kleinen, mit Korkstopfen ver- 
sehenen Glasréhrchen von etwa 4 cm Linge und */, cm Durchmesser, die im Wasser- 
bad auf 60° C vorgewarmt waren, vorgenommen. Die Mycelien wurden nach der 
Hydrolyse, wobei sich das Agarplattchen meistens aufléste, in ebensolche Roéhrchen 
mit fuchsinschwefliger Saure iibertragen, in Zimmermannschalchen mit SO,-Wasser 


Abb. 5 Abb. 6 


Abb. 5. Oospora lactis. Versporter Hyphenast in sporenfreiem Mycel. Dritte Einzell-Subkultur. 
93 Std alt. Vergr. 15mal 


Abb. 6. Oospora lactis. Kontrolle, 4 see Ultrarot. 46 Std alt. Osmiumsiiuredampf. 70% iger Alkohol, 
JIEMSA 1 : 33 (ohne Hydrolyse). Vergr. 500mal 


griindlich gewaschen, in Wasser gespiilt und in Glyceringelatine eingeschlossen. Bei 
den ersten Praparaten hatte es sich gezeigt, daB EinschluB und mikroskopische 
Beobachtung mit Olimmersion in Glycerin allein fiir die empfindlichen Mycelien 
ungeeignet ist. Die Glycerin-Gelatine hat aber gegeniiber Glycerin den Nachteil, der 
sich allerdings erst nach lingerer Zeit herausstellte, da die Farbe, die bei der 
positiven Nuklealreaktion entsteht, angegriffen wird und allmahlich ganz verblaBt, 
wahrend z.B. die Giemsafiirbung und sogar die Fettfirbung mit Sudan III, die 
am unfixierten Material vorgenommen wurde, noch nach 5 Jahren vollstandig un- 
verindert erhalten geblieben ist’. Diejenigen Mycelien, die wegen ihrer Kleinheit 
auf dem Agartrépfehen nicht makroskopisch sichtbar waren, wurden unter der 
Praparierlupe mit Hilfe eines kleinen Platinspatels, oder, wo dieser zu grob war, mit 
Pipetten unter stindiger Kontrolle durch die verschiedenen Praparationsfliissig- 
keiten, in Zimmermannschalchen oder Uhrglischen, gefiihrt. 


* Es wird vermutet, daB das Phenol diejenige Komponente der Glyceringelatine 
ist, die den bei der Feulgenreaktion synthetisierten Farbstoff angreift. 
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Schon wihrend dieser Ubertragungen der Mycelien zeigte sich ein 
verschieden gearteter Bestrahlungseinfluf8 auf den Zusammenhalt der 
_Mycelien. 

Am wenigsten zerbrechlich waren die im Zentrum kompakt gewachsenen Myce- 
lien mit radiar geordneten Randhyphen (Abb.4). Bei locker, aber auch noch strahlig 
gewachsenen Mycelien loste sich das Mycel zuweilen in die einzelnen verzweigten 
Astchen auf (Abb.5), die sich als solche weiter behandeln lassen und verschiedene 
Praparierung ein und desselben Mycels erméglichen. Die Mycelien aus den 


Hyphen mit angeschwollenen 
Zellenden (Abb.1) zerfallen sehr x : 
leicht an den gelenkartig aus- Z 
sehenden Stellen; auch normale \ 
Scheidewande kommen in diesem : 

Mycel vor. Ein anderes Mycel, 
das mit Osmiumsiauredampf, 
70% igem Alkohol und Giemsa- 
farbung ohne Hydrolyse behan- 
delt und als Kontrolle 4 sec mit 
Ultrarot! bestrahlt worden war, 
zeigt oberhalb der Verzweigungen 
leichte symmetrische Auftrei- 
bungen. Da das Protoplasma hier 
nicht hineinreicht, kann man die 
Scheidewand als feine Linie er- 


kennen (Abb.6). Das Praparat Abb. 7. Oospora lactis. Siebente Hinzell-Subkultur nach 
zeigt also, daB diese Stellen im der Bestrahlung. 430 Std alt. FLEMMING-HzITZ 1 Std, 


‘ ; Dimedon-Alkohol, FEULGEN. Vergr. 560mal 
Mycel, die bei den Hyphen mit x 
angeschwollenen Zellenden in so 

charakteristischer Weise verandert sind, zu morphologischen Veranderungen auch 


im nicht mit Ultraviolett bestrahlten Material neigen kénnen. 

AuBer diesen Beeinflussungen der Mycelform finden sich auch Unter- 
schiede in der Membran- und Protoplasmabeschaffenheit der Hyphen 
bei bestrahltem Material. Im allgemeinen zeigen die Hyphen in wech- 
selndem Grade eine mehr oder weniger frith einsetzende Verfettung, die 
sich bei allen Osmiumsiure-haltigen Fixierungsmitteln, sowohl mit 
Losungen (Abb. 7) wie in Dampfform (Abb. 8), wie auch vital mit Sudan IIT 
nachweisen lieB. Die starke Verfettung verdeckt infolge der Grau- bis 
Schwarzfarbung des Fettes leicht die Feulgen-positive violette Farbung 
der Kerne und Kernfragmente. Das Protoplasma wird graurdtlich 
angefarbt, und die Raume zwischen Membran und Protoplasma (Abb. 7) 
kénnen rétlich erscheinen, je nach der Lange der EHinwirkung des 
Fixierungsmittels. Im Gegensatz zu anderen untersuchten Pilzen farbte 
sich bei Oospora die Membran nicht fuchsinrot. Nach Sublimat-Alkohol- 


1 Es konnte in hier nicht mitgeteilten Versuchen festgestellt werden, da kurze 
Ultrarotbestrahlung (Schwerpunkt 800 my) sonst weder auf die mit Ultraviolett 
vorbestrahlten noch auf die unbestrahlten Sporen einen merklichen EinfluB hatte. 
Die ,,reaktivierende Strahlung‘‘ (KELNER, DuBeEcco) im Bereich von 300—500 my 
wurde in unsere Versuche nicht einbezogen. 
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Fixierung wurden die besten Kerndarstellungen in ungefarbtem Proto- 
plasma erhalten. Die Feulgenreaktion zeigt den EinfluB der Bestrahlung 
auf die Kernsubstanz in zweifacher Hinsicht: einmal finden sich pykno- 
tische Kerne mit intensiver Anfirbung; andererseits kann in Mycelien 
mit teilweiser Schidigung bestimmter Bereiche, die am Austritt von 


Abb. 8. Oospora lactis. Zehnte Einzell-Subkultur nach der Bestrahlung. 145 Std alt. 
Sublimat-Alkohol, Dimedon-Alkohol, PEULGEN. Vergr. 280mal 
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Abb. 9. Oospora lactis. Dritte Hinzell-Subkultur nach der Bestrahlung. 100 Std alt. 
Sublimat-Alkohol, FEULGEN. Vergr. 280mal 


Zellinhalt und ,,leeren‘* Zellen zu erkennen sind (Abb.9), eine normale 
Kernfirbung in den weiterwachsenden Mycelteilen und eine granulierte 
Anfirbung von Kernresten im detritusartigen Austritt von Zellinhalt 
vorkommen. Die auf friihen Wachstumsstadien stehen gebliebenen 
Mycelien, wie z.B. Faden mit stark geschidigtem Zellinhalt oder stark 
verfettete kleine Mycelien mit keuligen Deformationen (Abb.8) enthalten 


nur noch ganz blaB gefirbte oder gar nicht mehr Feulgen-positiv reagie- 
rende Kerne. 
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Im normalen Mycel kann man beobachten, daB die oben bereits 
geschilderte Oidienbildung an geraden Seitenzweigen der sich oft 
dichotom verzweigenden Hyphen erfolgt. In den erwahnten gréBeren 


Abb. 10. Oospora lactis. Siebente Hinzell-Subkultur nach der Bestrahlung. 200 Std alt. 
Sublimat-Alkohol, Dimedon-Alkohol, FEULGEN. Vergr. 560mal 


Abb. 11 Abb. 12 
Abb. 11. Oospora lactis. Direkt bestrahlte Spore. 48 Std alt. Vergr. 180 mal 
Abb. 12. Oospora lactis. Direkt bestrahlte Spore. 70 Std alt. Vergr. 160mal 


Mycelabschnitten, aus denen Oidien entstehen, kommt es wiederholt vor, 
daB in Zellen mit z.B. 8 Kernen einer dieser Kerne pyknotisch ist, 
wahrend die anderen normal aussehen. Auch abgetrennte Oidien kénnen 
einen pyknotischen Kern haben. An den Hyphen der Mycelien mit 
gedrungenem Wuchs ist die Oidienbildung offenbar gehemint, vielleicht 
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durch eine Verinderung der Beschaffenheit der Hyphenmembran und 
der Abschniirung der Oidien von der Hyphe. Die Hyphen sind an ihrem 
distalen Ende wie schriig abgeschnitten (Abb. 10) und werden im weiteren 
Verlauf. stiefelartig gestaltet (Abb. 10 links). Wahrend der Inhalt der 


.” 


Abb. 13 Abb. 14 


Abb. 13. Oospora lactis. Direkt bestrahlte Spore. 95 Std alt. Vergr. 160mal 
Abb, 14. Oospora lactis. Direkt bestrahlte Spore. 120 Std alt. Vergr. 140mal 


Abb. 15. Oospora lactis. Direkt bestrahlte Spore. 140 Std alt. Vergr. 130mal 


Stiefelspitze ein sich einschniirendes, die Membran nicht ausfiillendes 
Protoplasma zeigt, kann der Inhalt des Stiefelschaftes auch schon wie 
in oidienartige Portionen sanduhrartig abgeteilt sein (Abb.7). Dabei 
mag die starke Verfettung nicht ohne EinfluB sein. Es werden bei diesen 
Hyphen anscheinend keine Oidienketten, sondern immer zur Zeit nur 
{—2 Zellen mit je einem Kern abgeteilt. Diese Oidien stehen dann 
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rechtwinklig oder schrag zur Langsachse der hier abgeknickt erscheinenden 
Hyphe (Abb.7 u. 10). Die Hyphenmembran erscheint verdickt. Andere 
strablige Mycelien sind im ganzen viel zarter gewachsen; die Hyphen 
sind stark fettig degeneriert und auBen am Mycel entsteht auf einem 
Hyphenende mehr oder weniger excentrisch ein Wirtel von gesunder aus- 
sehenden, Oidien bildenden Zellen. Diese Anordnung erinnert zuweilen 
an die Konidientrager 
bei Penicilliwm (Abb. 2). 

Um eine Aussage tiber 
etwaige Veranderungen 
des Kernteilungsvorganges 
machen zu. kénnen, hatte 
zuvor unbestrahltes Mate- 
rial, etwa nach der Methode 
von Ropinow! eingehend 
untersucht werden missen, 
was nicht im Rahmen 
dieser Arbeit lag. So lieB 
sich cytologisch nur all- 
gemein ein EinfluB der vor- 
genommenen Bestrahlung 
auf die Feulgen-positive 
Kernsubstanz, auf die 
Mycelbildung (Form des 
Mycels, Austritt von Zell- 
inhalt) und auf die 
Oidienbildung feststellen. 

Die Abb. 11—16 zeigen die zeitliche Entwicklung einer direkt bestrahl- 
ten Spore. . 

Die friihesten Stadien konnten hier photographisch nicht erfaBt werden, da man 
einer bestrahlten Spore nicht von vornherein ansehen kann, wie sie sich nach der 
Bestrahlung verhalten wird. Es ist daher schon ein besonders gliicklicher Zufall, 
wenn es gelingt, wenigstens einige Stadien von sich abnorm entwickelnden Mycelien 


photographisch festzuhalten. 
Bei dem ersten erfaBten Stadium, 48 Std nach derBestrahlung (Abb. 11), 


haben wir ein etwas verzweigtes Hyphenstiick mit einer Kropfung, 
welches an einem Ende Blasen gebildet hat. Letal ist nun aber nicht dieses 
Ende mit den Blasen, sondern das normal erscheinende mit der Kropfung. 
Gerade von dem blasigen Ende geht ein Impuls zur Weiterentwicklung 
aus, und nach 70 Std (Abb. 12) sind hier. neue Zweige entstanden. Mit 
der Zeit geht die Blasenbildung, die nach 95 und 120 Std noch deutlich 
zu erkennen (Abb.13 u. 14), nach 140 Std aber nur noch angedeutet 
ist (Abb. 15), zuriick und ist nach 170 Std von ziemlich normalen Hyphen 
iiberdeckt (Abb.16). Auch bei anderen Pilzen, z. B. Rhizopus nigricans, 
konnte die Feststellung gemacht werden, daB gerade von einer Blasen- 
bildung her die Regeneration des Mycels ausgeht. 


1 Gan. J. Microbiol. 8, 771 und 791 (1957). 
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Abb. 16. Oospora lactis. Direkt bestrahlte Spore. 170 Std alt. 
Vergr. 55mal 
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Indessen geht die Entwicklung hier im Vergleich zu einer unbestrahlten 
Spore viel langsamer vor sich. 


Bei einer unbestrahlten Spore einer Kontrolle konnte z. B. nach 21 Std begin- 
nende Verzweigung des Keimschlauches festgestellt werden; nach 30 Std hat das 
lockere Mycel bereits einen Durchmesser von 2,4 mm erreicht, nach 51 Std setzt 
Sporenbildung ein, und nach 90 Std ist das Mycel weitgehend versport und bedeckt 
den ganzen Hangetropfen (Durchmesser etwa 6 mm). 


Zusammenfassung 
Es wird tiber Versuche berichtet, in denen Sporen von Oospora lactis 
einzeln mit ultraviolettem Licht von der Wellenlange 257 my bestrahlt 
und auch einzeln in ihrem weiteren Schicksal verfolgt wurden. Die Dosis 
wurde so gewahlt, daB etwa die Halfte der 90—100 bestrahlten Individuen 
tiberlebte, die andere Halfte letal geschadigt wurde. Ein kleiner Anteil 
der so bestrahlten Individuen zeigte Wachstumsanomalien, die langere 
Zeit, auch tiber mehrere Einzell-Subkulturen hinweg, erhalten blieben, 
aber schlieBlich auf normale Formen hin regenerierten. Entsprechend 
den gefundenen Wachstumsanomalien lieBen sich cytologisch teilweise 
Veranderungen der Kernsubstanz (Kernpyknose, Kernzerfall), des Proto- 
plasmas (Verfettung, Hydratation) und der Hyphenmembran (Defor- 
mationen an den Zellengrenzen und Hyphenenden, Behinderung der 

Oidienbildung und -abschniirung) nachweisen. 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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Studies concerning Swedish ropy milk 
The antibiotic qualities of ropy milk* 


By 
RAGNAR NILSSON and GERDA NILSSON 


With 2 figures in the text 


(Eingegangen am 19. April 1958) 


As early as 1933 WuITEHEAD showed that certain lactic acid forming 
Streptococci produced an antibiotic active against other Streptococci. 
Oxrorp (1944) showed that this antibiotic substance, diplococcin, was 
protein in nature. This antibiotic has not aroused much interest, perhaps 
mainly owing to the fact that the organisms most sensitive to diplococcin 
are streptococci that can in practice hardly be differentiated from the 
organisms producing it. A good deal more attention has been paid to the 
antibiotic nisin, studied and isolated by Marrick and Hrirscu (1944), 
which is also produced. by lactic acid forming Streptococci. Nisin inhibits 
different types of microorganisms, such as Pneumococci, Staphylococci, 
Clostridium, and Mycobacterium tuberculosis. RirtEr (1956) has shown 
certain Lactobacilli to have an antibiotic effect on bacteria belonging to the 
Coli-Aerogenes group. On the other hand he has not been able to find any 
such antibiotic effect regarding Str. lactis or Str. thermophilus. 

During the last ten years investigations concerning the characteristics 
of Swedish ropy milk have been carried out at this Institute. The first 
part of these investigations comprised attempts to establish the com- 
position of the bacterial flora in this type of fermented milk. Thus 
Nixsson (1950) was able to show that the slime-producing, lactic-acid- 
forming Streptococcus was a strain the characteristics of which, with the 
exception of the slime-producing property, were all identical with those 
of Str. lactis. This strain was therefore named Str. lactis longi. This variant 
was found to form about 60%, of the microbial flora of Swedish ropy milk, 
the rest consisting of non-slime-producing lactic-acid-forming Streptococet 
and Oospora lactis. Experiments were carried out to verify Linnaeus’s 
assertion that ropy milk can be obtained by adding leaves of Pinguicula 
vulgaris to milk. Pinguicula from different parts of the country was col- 
lected, and the bacterial flora that appeared when this plant was kept in 


* Professor Dr. Dr. h. c. A. RippeL zum 70. Geburtstag. 
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sterile milk was studied. It was shown that the surface of Pinguicula was 
always covered by a bacterial flora containing Alcaligenes viscosum, but 
never Str. lactis longi. 

Another interesting observation was that ropy milk kept much longer 
than ordinary fermented milk cultivated under the same conditions. The 
ropy milk retained its mildly sour taste and its acidity for more than a 
month, whereas the sour milk gradually became overgrown with mould, 
its degree of acidity decreasing and the milk turning yellow and foul- 
tasting. 

The last named observations formed the subject of a special study by 
G. Niztsson and R. Ninsson (1955), in which it was shown that the 
slime-forming Str. lactis longi was antagonistic to a large number of 
different fungi. 

The present work records the results obtained in continued studies of 
the antibiotic properties of ropy milk. Another aspect regarding the 
characteristics of this type of milk, the dietetic one, is also touched upon, 
but this will be treated in more detail in a later paper in collaboration 
with Dr. Herbert Enrtu, M. D. 


Material and methods 


In the above mentioned paper (G. Nrtsson and R. Nitsson 1955) concerning the 
antibiotic qualities of Str. lactis longi different fungi were used as test organisms. 
There was, however, a possibility that the inhibiting effect on these organisms might 
be due to exclusion of air, owing to enveloping of spores by the slime. In the present 
study the antibiotic effect of Str. lactis longi has therefore been tested on both aerobic 
(Staphylococcus aureus and Escherichia coli) and anerobic (Clostridium) microorgan- 
isms. 

In experiments where Staph. awreus and Esch. coli were used as test organisms 
these were cultivated together with Str. lactis longi or alternatively with slime 
prepared from aropy milk culture (precipitation from milk serum with alcohol, 
solution in water, adjusted to py 4.6, and renewed filtration). The cultures were 
incubated at 37° C. Aerobic and anaerobic series were carried out. As media 10 ml 
tryptone-glucose broth were used. In these experiments 2000—3000 test cells were 
inoculated, and !/,ml of aone-day-old culture of Str. lactis longi was added. The devel- 
opment of the test organisms was determined by plating sch. coli on violet-red-bile 
agar and Staph. aureus on blood agar. When studying the antibiotic effect 
of the isolated slime the same method was used, except that the Str. lactis longi 
culture was replaced by slime. To each tube was added 0.25 g of slime in aqueous 
solution. 

The medium for Clostridium was 10ml tryptone-glucose-agar. This medium 
was inoculated with !/,ml of a broth culture of test organisms in broth-dilutions 
of 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, and 1/100.000. 1/, ml of a one-day-old culture 
of Str. lactis longi was also added to each tube. The tubes were sealed for an- 
aerobic cultivation and kept at 37°C, where upon gas-production in the tubes 
was followed. 

The methods used in experiments to purify the slime and determine its chemical 
nature are described on page 194. 
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Results and discussion 

The antibiotic effect of Str. lactis longi and of the slime on Staph. 
aureus and Esch. coli are illustrated in table 1. 

The results show that Str. lactis longi has an inhibitory effect on Staph. 
aureus and Esch. coli, which appears during both aerobic and anaerobic 
cultivation. The effect of the slime is relatively weak. The inhibition of 
bacterial growth seen in the slime series does not seem to be fortuitous, 
however, since it was repeatedly observed. 


Table 1. Nwmber of bacteria in tryptone-glucose broth after incubation for 2 days at 37°C 
together with either Str. lactis longi or slime from this organism, under aerobic and 
anaerobic conditions 


ne LEED 


Test organism 


Addition : 
to the broth Staphylococcus aureus | Escherichia coli 
aerobic | anaerobic | aerobic | anaerobic 
= 109018 | 10% | ~ 1018 | 101? 
Str. lactis longi 10? 10° 1018 1044 
Slime 102 | 102 | io | 1015 


The above test organisms are aerobic. As previously mentioned, experi- 
ments have also been carried out to examine the antibiotic effect on an 
obligate anaerobe, a Clostridium strain being then used. 

In order to establish whether the inhibitory effect might be partly 
due to the lactic acid produced by Sér. lactis longi, one series of tubes in 
this experiment was inoculated with a non-slime-producing strain of 
Str. lactis. Experiments were also carried out in which Sér. lactis longi 
was replaced by isolated slime in an amount corresponding to that used 
in the previous experiments. The results of such an experiment are 
given in table 2 and fig. 1. 


Table 2. Growth of Clostridium incubated together with Str. lactis longi, Str. lactes 
or slime from Str. lactis longi for 5 days at Be CO 


Concentration 
of Clostridium No addition Str. lactis longi Str. lactis Slime 


culture 


1/10 a3 5: = eet + 

1/100 | a -- + + st 

1/1.000 =f — 1. (+) 

1/10.000 | + — + | = 

1/100.000 | — _ = | = 
+ development of gas 4 + very strong development of gas 


As is seen from both table 2 and fig.1, both Str. lactis longi and the 
slime produced by this organism have an inhibitory effect on Clostridium. 
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Str. lactis, on the other hand, did not influence the growth of the test 
organism. The slime slightly inhibited the butyric acid bacteria. 

The gradual production of gas was evident over a period of several 
days. In the presence of the Str. lactis longi culture no gas developed. 


a b 


Fig. 1. a Dilution series of Clostridium incubated alone at 37° C. for nine days. b Dilution series 
of Clostridium incubated together with Streptococcus lactis longi at 37° C. for nine days 


Table 3 shows the day-to-day gas production in the presence of Str. 
lactis longi or slime. 


Table 3. Development of gas by Clostridium in the presence of Str. lactis longi 
and slime respectively. Incubated at 37° C 


Time in days 
Concentration = 


of Clostridium 


Lee Oe OO 1 Ae ear A « Ta 1 hs. EO 

culture No addition Str. lactis longi Slime 
1/100 Pee eb a ee ee ee 
1/1.000 tr+e+t+t++ t+ == — — = = | ——(+)+ + + 
1/10.000 —+++4+ 4 -—— + + 
1/100.000 bs = Pe eee 


The chemical character of the slime substance 


Mechanical isolation and subsequent purification of a slime substance chiefly 
formed when the slime-producing microorganisms grow in milk is very difficult. The 
slime is found together with and surrounding the microorganisms that have produced 
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it and from which it can hardly be entirely separated. Further, it is mixed with the 
different carbohydrates and protein substances of the milk itself. For these reasons 
the experiments made by us so far to obtain information regarding the chemical 
composition of the slime cannot claim to be based on studies of a pure sub- 
stance, but appear to have a certain interest in spite of these drawbacks. 
Though different precipitation and purification processes have been used to 
purify the substance it can further not be excluded that the antibiotic substance 
may be combined or bound up with the slime substance, the slime itself being 
inert. 

The most common types of slime produced by bacteria are mucins and the gums 
dextran, laevolan and galactan. The mucins are precipitated by weak acids, are 
insoluble in distilled water, soluble in weak alkalis, and are decomposed on boiling 
with weak acids into a protein body and a reducing substance. Dextran is precipi- 
tated by ethanol, is soluble in water, and is produced only from sucrose. On hydro- 
lysis it breaks down to form glucose, Laevulan is precipitated by lead acetate, is 
soluble in water, and is said to be produced only from sucrose. On hydrolysis it 
breaks down to form fructose. Galactan is precipitated by ethanol, is not soluble 
but swells in water, and will after hydrolysis yield galactose. 


The ropy substance of Finnish ropy milk, a milk that seems to be 
identical with the type produced in Sweden, has been investigated by 
SunpMAN (1953) by paper chromatography. She maintains that the 
slime, in contrast to many other streptococcal slimes, is a protein which 
after hydrolysis does not differ strikingly from that of hydrolysed casein. 

The purification of the slime investigated by us was carried out in the 
following manner: 

Skimmed milk which had been heated for 1 hour in a boiling water-bath, and 
then allowed to cool, was inoculated with a ropy milk culture, and then stored at 
room temperature for 2 days. The ropy milk thus obtained was centrifuged for 
20 min in an angle centrifuge, in order to separate off the milk proteins. 

From the ropy milk serum thus obtained the slime was precipitated with the 
game volume of 96% ethanol. The slime was collected on filter paper, dried in air, and 
then dissolved in water acidified to py 4.6 in order to prevent any remaining milk 
proteins from dissolving as well. The solution was refiltered, and the slime precipi- 
tated with alcohol from the clear viscous filtrate. The precipitate was air-dried on 
filterpaper, finally forming a white, amorphous powder, which dissolved in water 
slightly acidified with HCl to form a tough, ropy, clear solution. 


The preparation contained 2.8%, N. After hydrolysis and chromato- 
graphic analyses by Moors and Srern’s method the results shown on 
fig.2 were obtained. 

As is seen from the diagram, the amino-acid mixture obtained after 
hydrolysis does not agree with that in a hydrolysate of milk proteins, for 
which reason it does not seem possible to explain the nitrogen content 
in the preparation as being due to pollution with such a protein. In 
addition the following characteristics were noted. 

The slime did not reduce FEHLING’s solution. After hydrolysis, paper 
chromatography (solvent, butanol-acetic acid; indicator, aniline hydro- 


gen phtalate) still revealed no sugars. 
13* 
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It was found that the isolated slime was not directly comparable to 
bacterial slimes of known character (mucin, laevulan, dextran, galactan). 
It is similar to some of them in being precipitated by alcohol and being 
water-soluble; but it also contains nitrogen, and according to the Biuret 
test and Heller’s test for protein which were both positive, it contains a 
protein. 

The gums may be conveniently grouped according to the sugar to 
which they are hydrolysed on boiling with acid. As a matter of fact it 
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Fig. 2. 
Colorimetric readings in the quantitative analyses of amino acid content in hydrolysate of the slime* 


1 We are obliged to Miss F. WAGENBERG for skilful help in the amino-acid analyses. 


was not possible to demonstrate fructose, glucose, galactose, or lactose 
after hydrolysis in the slime here studied. Concerning the other group of 
slime substances, the mucins, the micro-organisms producing these are 
characterized by their need for combined nitrogen in the substrate. This 
is also the case concerning Str. lactis longi, which thrives on such media as 
milk or peptone solutions. The slime here in question containsa protein. But 
the N contentis only 2.8°,,and therefore are some sort of carbohydrate, not 
yielding reducing sugar on hydrolysis, seems to be bound to this protein. 
In a previous paper it has been tentatively suggested that the dietetic 
property ascribed to this milk may be connected with the possible 
presence of galacturonic acid. However, paper chromatography revealed 
neither d-galacturonic acid nor d-glucuronic acid in the slime. But a 


fluorescent spot was obtained in the hydrolysed sample, the nature of 
which has not yet been possible to explain. 


Concerning the antibiotic properties of Str. lactis longi the following may 
be noted. In experiments reported earlier in this paper it was observed that 
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the test organisms were more or less inhibited by a slime prepared 
according to methods described above. In a series of tests carried out 
during an earlier stage of this investigation, where different fungi were 
used as test organisms, it appeared that the antibiotic effect of a culture 
of Str. lactis longi was destroyed by heating. In this way the antibiotic 
substance differs from nisin. After sterile filtration the antibiotic effect 
is found in the filtrate. When, finally, a culture has been dialysed, the 
antibiotic effect remains in the dialysis remains. The antibiotic substance 
may be formed when Str. lactis longi is cultivated in a broth containing 
one of the sugars glucose, lactose, or galactose. In fact, a certain anti- 
biotic effect may be observed even in broth not containing sugar. 


The dietetic qualities of ropy milk 


As was mentioned in the introduction, Swedish ropy milk in different 
connections has been pointed out as interesting from the dietetic point of 
view. In collaboration with Dr. H. Ensen we have therefore planned a 
more exhaustive study of these qualities, and investigations were started 
at the Boden Military Hospital during the Autumn of 1957. In a future 
paper the results of this work will be described. 


Summary 


Str. lactis longi has been found to possess inhibitory properties against 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and a Clostridiwm strain. The 
composition of the slime produced. by Str. lactis longi has been studied. 
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Calcium requirements of Azotobacter * 


By 
J.R.NoRRIS** and H. L, JENSEN 


(Eingegangen am 16. April 1958) 


Although a number of workers have studied the calcium requirements 
of Azotobacter species, there is still considerable disagreement on several 
points, especially over the question of the dispensability of calcium when 
growth occurs in the presence of combined nitrogen. 


KrzEMIENIEWSKA (1910) demonstrated a calcium requirement of 0.36 mg./g. of 
glucose used for Azotobacter chroococcum growing in a medium containing humic acid 
but no fixed nitrogen. According to Stapp and RuscHMANnN (1924) calcium had 
little or no effect on the growth of Azotobacter in the presence of nitrate and ScHR6- 
DER (1932) also concluded that calcium was not essential for the growth of A. chro- 
ococcum on fixed nitrogen, although the cation did have a stimulatory effect. 

Burk and his coworkers (BURK and LINEWEAVER 1931, HorNER and Burk 
1934) performed a thorough investigation into the requirements of A. vinelandii and 
A. chroococcwm for calcium and strontium. Basing their observations partly on 
turbidimetric and partly on respirometric data they concluded that calcium was 
essential only for active nitrogen fixation and that it could be replaced by combined 
nitrogen. Maximum growth of A. vinelandii required 20—50 p. p. m. of calcium, and 
strontium was slightly less efficient when compared on a molar basis. Later however 
Burk and Horner (1940) and Burk and Burris (1941) reversed their earlier opin- 
ions stating that calcium was required in equal amounts for growth on free or fixed 
nitrogen. BrrcoH-HIRscHFELD (1932) also failed to demonstrate the essentiality of 
calcium for growth of A.chroococcum in media containing fixed nitrogen but BorTELS 
(1936) was unable to confirm this and emphasised the importance of using cellsgrown 
on calcium-deficient media as inoculum. STEINBERG (1938) found calcium to be 
needed for growth of A. chroococcum in the presence or absence of nitrate. 

More recently RaDLER (1955) obtained maximum growth of A. chroococcum with 
12 mg. CaCO,/100 ml. but suboptimal growth with 3 mg./100 ml. in the absence of 
fixed nitrogen. Esposrro and Wiison (1956a and b, 1957) working with A. vine- 
landii, were able to replace calcium (needed for fixation of free nitrogen) by ammo- 
nium acetate and demonstrated that calcium was involved in the synthesis of 
metaphosphate by whole cells. These authors were also able to replace calcium in 
nitrogen-free medium by sodium acetate, ethyl alcohol or potassium malate plus 
sucrose. 


Much of the earlier confusion undoubtedly arose through the use of 
unsuitable media and through failure to effect an adequate removal of 
calcium during their preparation. Most of the work to date has involved 
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only two species; A. chroococcum and A. vinelandii, and it was considered 
desirable to perform a more thorough assay of the calcium requirements 
of representative strains of all the Azotobacter species using more recently 
available experimental techniques. 


I. Methods 


Laboratory strains of Azotobacter and Beijerinckia, obtained from various sources, 
were used: 

A.agile: V. J., K, 8, 9, 132; A. vinelandii: M2, W.O. (Wilson’s strain), 1819, D; 
A. chroococcum: 210, 211, 01568, 3747; A. beijerinckii: T, L. H.1; A. insigne: V.J.2, 
V. J. 5, V. J. 8; A. agile 533; A. macrocytogenes: L. H. 2(0), 2. 

Beijerinckia sp. (probably B. indica) A., B. 

Two media were used throughout the investigation: 

Basal Medium: Glucose 2.0%, K,HPO, 0.1%, MgSO,:7H,O 0.02%, FeSO, - 
7H,0 0.005%, Na,MoO, - 2H,0 0.0005%. The glucose and phosphate were dissolved 
together and the solution shaken with activated charcoal (5g. Norite/litre) and 
filtered before the addition of the other constituents. Chemicals of A. R. grade and 
distilled water purified by passage through Amberlite resin (IR 120-H) were used 
throughout. 

Burx’s sucrose medium (BuRK and LinEwEAvER 1931): Sucrose 2.0%, K,HPO, 
0.065%, KH,PO, 0.016%, MgSO, -7H,0 0.02%, NaCl 0.02%, Fe(SO,)3- 9H,O 
0.0005%, Na,MoO,- 2H,O Trace. This medium was prepared with the same pre- 
cautions as was the basal medium. Control experiments showed these two media to 
be deficient only in calcium ion. The media were prepared at 5/4 concentration and 
dispensed in 20 ml. amounts into 300 ml. Erlenmeyer flasks, calcium or strontium 
being added as required in the form of the chlorides dissolved in 5 ml. amounts of 
purified distilled water at appropriate concentrations. The flasks were plugged with 
cotton wool and autoclaved at 110° C for 15 min. All glassware was cleaned with hot 
nitric acid and carefully rinsed, first with ordinary and then with purified distilled 
water. Flasks were inoculated with one drop of a thin purified water suspension of 
organisms harvested from a 2 day culture grown on calcium deficient, nitrogen free 
medium (basal medium solidified with 2% agar) and incubated at 25° C on a rotary 
shaker. Good growth was normally obtained in 48—72 hours (c. f. Dupa, 1956). 

Nitrogen determinations, either on the whole cultures or on washed cell deposits 
were performed by the Kjeldahl method. 


Il. Experimental Results 
1. Calcium requirements in the absence of combined nitrogen 


Nitrogen determinations were made on cultures grown for 48—72 hours 
in basal medium containing various concentrations of calcium. Represen- 
tative results are presented in Table 1. Calcium was required for the 
growth of A. vinelandii (4 strains), A. chroococcum (4 strains), A. insigne 
(4 strains), and A. beijerinckii (2 strains). 

A. agile (5 strains) grew in the complete absence of calcium although 
growth was stimulated by the presence of the cation. The degree of 
stimulation varied considerably with the different strains of this orga- 
nism, being most pronounced with A. agile S. (Table 2). After serial 
passage for 5 transfers (1—2—2—2—1 days) in calcium free basal 
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Table 1. Nitrogen fixation during growth in basal medium without combined nitrogen 
(Range of amounts fixed by different strains in mg./25 ml. 48 hours incubation unless specified) 


Calcium ion (p.p.m.) 
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medium A. agile S became 
adapted to growth in the ab- 
sence of calcium (Table 3). 

A. macrocytogenes (2 strains) 
was capable of growing in the 
absence of calcium though at 
a very much slower rate than 
in its presence (Table 4). 

Two strains of Beijerinckia 
sp. were tested for their ability 
to fix nitrogen in the absence 
of calcium, the inoculum con- 
sisting in this case of one drop 
of a 4 day culture in calcium- 
free basal medium. Table 5 
shows the nitrogen fixed after 
10 and 15 days’ incubation. 
A very long lag period was 
noted (c. f. QUINNELL 1957 and 
Suto 1957). The inhibitory 
effect of calcium is obvious 
and is even more pronounced 
than in earlier experiments 
with this genus (JENSEN 1954). 

One strain of each of the 
species showing a need for 
calcium was tested in the 
basal medium for ability to 
utilise strontium. In each case 
strontium could replace cal- 
cium at approximately the 
same molar concentration 


(Table 6). 


2. Calcium requirements 
in the presence of 
combined nitrogen 


One strain of each of the 
species requiring calcium for 
growth on free nitrogen was 
tested for ability to dispense 
with the cation when provided 
with ammonium acetate at a 
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Table 2. Nitrogen fixed (mg./25 ml.) during growth of A. agile S in basal mediwm with 
and without calcium 


a 


pu 


Ine i 7 
Calcinan neubation (days) 
2 | 4 | 6 
| } 
20 p. p. m. ko | ae ge 
None 0.7 | 4.0 | 5.2 


Table 3. Nitrogen fixed (mg./25 ml.) during growth of A. agile S in basal medium. 
(A — inoculum from an unpassaged culture, B — inoculum from a culture passaged 
five times in calcium-free medium. 48 hours incubation) 


Calcium ion (p.p.m.) 


A ig | 7.6 | "i 
B 6.9 | 7.3 | 7.6 


Table 4. Nitrogen fixed (mg./25 ml.) during growth of A. macrocytogenes in basal 
medium without added calevwm 


Incubation (days) 


3 | 5 | 7 
Strain L. H. 2(0) 0.4 1.9 2.0 
Strain 2 0.0 1.9 1.8 


Table 5. Nitrogen fixed (mg./25 ml.) during growth of Beijerinckia sp. in basal medium 
(Strain A — 10 days incubation, Strain B — 15 days incubation) 


Calcium ion (p.p.m.) 


2 | 20 
Strain A 5.5 5 | 2.4 
Strain B Thee | 6.4 1.9 


Table 6. Nitrogen fixed (mg./25 ml.) during growth in basal mediwm 
_ (48 hours incubation unless specified) 


Strontium ion (p. p. m. equivalents of calcium) 


Species (strain) 


0 2 | 20 

A. vinelandii (M. 2) 0.0 1.8 7.4 

A. chroococcum (210) 0.0 0.3 | Duo 

A, beijerinckii (L. H. 1) 0.0 0.6 4.9 

A. insigne (V. J. 2) 0.0 2.7 6.6 
A.macrocytogenes (L.H.2(0)) | 

(72 hours incubation) 0.0 4.4 | 5.8 
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concentration of 0.03 M. In each case calcium was needed at approxi- 
mately the same concentration for growth with free or fixed nitrogen. 
Representative results are presented in Table 7. 


Table 7. Cell nitrogen (in washed deposit mg./25 ml.) produced during growth in basal 
medium containing 0.03 M. ammonium acetate 
(48 hours incubation) 


Calcium ion (p. p. m.) 
Species (strain) 


bl Oaipalenel 2 4 10 20 
A. vinelandii (W. 0.) o1 | 147 | 37 | 58 | 61 | 68 | 69 
A. vinelandii (W.O.) | | 
(in Burx’s medium) 0.1 — | — | 66 sh 6.9 
A. chroococcum (210) 01 | — — | 52 (i ae 7.2 
A. beijerinckii (L. H. 1) 0.0 — -- 0.4 1.6 — 6.5 
A. insigne (V. J. 2) 01 | — — | 41 5.4 | — 6.1 
A. macrocytogenes(L.H.2(0)) | 0.1 | — | — 4.0 a 5.0 


Table 8. Nitrogen fixed (in nitrogen-free media) or cell nitrogen (in washed deposit from 

media containing ammonium acetate) in mg./25 ml. during growth in Burk’s sucrose 

medium with and without addition of sodium (0.015 M) or ammonium (0.03 M ) acetates 
(Incubation 48 hours unless specified) 


Inoculum size (See text) 


; ; ih | ent III. it IIL. 
Species (strain) 
Calcium ion (p. p. m.) 0 0 0 0 20 
Added acetate 

A, vinelandii (W.O.) | Sodium acetate 6.1 4.3 0.1 — 6.0 
None 2.9 — 
Ammonium acetate 8.1 | 0.2 0.0 -= 8.2 
A. vinelandii (M.2) | Sodium acetate 56 2 ry CO a 8.5 
None — — | — 2.9 — 
Ammonium acetate 0.4 0.1 0.0 — 6.6 
A. chroococcum (210) | Sodium acetate 3.9 0.0 0.0 —— 6.6 
None — —- | — oe — 
Ammonium acetate 3.8 0.0 0.0 — 6.8 
A. beijerinckii(L.H.1)} Sodium acetate 0.1 0.1 0.1 — 6.2 
None —_ —— — 0.4 — 
Ammonium acetate 0.1 0.0 0.0 — 7.0 
A. insigne (V. J. 5) Sodium acetate 0.0 0.0 0.0 — wal 
(in glucose basal None — — — 0.0 — 

medium incubated 

70 hours) 


These observations were clearly not in accordance with those of 
Espostro and WILSON (1956a and b, 1957) and attempts were made 
to locate the cause of the discrepancy. Substitution of BurK’s sucrose 
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medium (as used by the American workers) for basal medium did not 
affect the nature of the results and it was concluded that the only remain- 
ing variable was the size of the inoculum — much smaller in the present 


investigation than was frequently the case in the experiments of Espo- 
siro and WILson. 


3. The influence of inoculum size on calcium requirement 
in the presence and absence of combined nitrogen 


Inocula consisted of purified water suspensions of organisms grown on 
calcium and nitrogen deficient agar. In each experiment three inoculum 
sizes were used: “I’’ being of roughly the same order as was often used 
by the American workers (20—60 wg cell nitrogen by micro-Kjeldahl 
analysis), “II”? one-tenth of this (2—6 wg cell nitrogen) and “IIT” one 
drop of dilute suspension (0.1—0.4 wg cell nitrogen). Typical results are 
to be seen in Table 8. 

It is clear from these results that the apparent calcium sparing effects 
of sodium acetate (in the absence of fixed nitrogen) or of ammonium 
acetate are a function of the size of the initial inoculum and that such 
effects would not be manifest with the small inocula used throughout the 
present study. The figures also show that there was a significant carry 
over of calcium in the larger inocula but that this alone was insufficient 
to account for the calcium sparing effects observed. 

An important point to emerge from these experiments was the difference 
in behaviour of the different species: thus A. beijerinckii L. H. 1 had a 
specific calcium requirement even when a medium containing sodium or 
ammonium acetate was heavily inoculated. A. vinelandii W.O. (the 
organism used by Esposrro and Wiison) showed sparing by both sodium 
and ammonium acetates with large inocula but another strain of this 
species (A. vinelandii M. 2) although behaving similarly with sodium 
acetate gave virtually no growth from large inocula in the presence of 
ammonium acetate. 

II. Conclusions 

The pattern of calcium requirements for the various species of Azoto- 
bacter in the absence of fixed nitrogen is in complete agreement with that 
obtained by WiLson (1957) using a method based on the turbidimetric 
determination of cell growth. The observation that a strain of A. agile (8) 
which grew poorly in the absence of calcium could readily be adapted to 
dispense with it is an interesting one indicating as it does the essentially 
labile nature of the calcium requirement of this species and providing an 
explanation of the variation observed in the behaviour of different 
strains. 

The finding that calcium could be replaced by strontium at roughly 
the same molar concentrations was almost to be expected and is in 
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agreement with other observations (e. g. BurK and LINEWEAVER 1931, 
Esposito and Wiison 1956a). 

Whilst the inability of Azotobacter species to dispense with calcium in 
the presence of combined nitrogen is in agreement with the findings of 
some of the earlier workers, it is at variance with the observations of 
Esposito and Wrison (1956a, 1957) who were able to replace calcium 
by either ammonium or sodium acetates. The results obtained by these 
workers are based largely on turbidimetric determinations of cell growth 
and relatively large inocula have been used e. g. “2% by volume of a 
24 hour shake culture of A. vinelandii in BurK’s medium whose calcium 
content is 0.6 -10-? WM” (Esposrro and Wixson 1957). It would seem 
from the data presented here that inoculum size is an important factor in 
this type of experiment. When very small inocula were used calcium could 
not be replaced by either sodium or ammonium acetates. 

An interesting point arises from a consideration of the behaviour of 
A. vinelandii M. 2 (Table 8). This organism was able to grow from a 
large inoculum in a calcium-free medium containing sodium acetate but 
failed to grow in the presence of ammonium acetate under similar con- 
ditions. A possible explanation of this may lie in the observation of Azim 
and Roperts (1955) that unadapted cells of A. vinelandii show a time 
lag in the uptake of ammonia nitrogen. In the absence of calcium this 
time lag may be long enough to mask the effect of the acetate. 

Finally the difference in behaviour of A. agile and A. insigne should be 
noted. A. insigne (DERX 1951, VAGN JENSEN 1955) is very similar to 
A. agile, differing from it only in minor characteristics of which the most 
striking is perhaps the possession of polar flagella, and, it would now seem, 
in its requirement of calcium for growth. One of the strains of A. insigne 
used in the present work was received as a culture labelled “A. agile 533” 
and its true nature (later confirmed by VAGN JENSEN) was first indicated 
by its atypical calcium requirements. This was one of WINOGRADSKY’Ss 
isolates and it would seem probable that a number of organisms circu- 
lating under the name of A. agile are, in fact, A. insigne. 


Summary 
Jalcium was essential for the growth of A. vinelandii, A. chroococcum, 

A. beijerinckit and A. insigne in the presence and absence of combined 
nitrogen. A. agile and A. macrocytogenes were able to grow in the absence 
of calcium but growth was stimulated by the cation. 

Calcium could be replaced by strontium at roughly the same molar 
concentration. 

The authors present evidence suggesting that the calcium sparing 
effect of ammonium and sodium acetates reported in the literature may 
be dependent on the size of inoculum used. 
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Beobachtungen des Wachstumsverhaltens 
von Streptomyceten auf Rossi-Cholodny-Aufwuchsplatten 
im Boden* 


Von 
NORBERT PFENNIG 


Mit 11 Textabbildungen 
(Hingegangen am 24. Mai 1958) 


Unsere Bekanntschaft mit Streptomyceten beginnt zumeist mit der 
Betrachtung ihrer Erscheinungsform in Reinkulturen auf Agar-Schrag- 
rohrechen. Von dorther kennen wir sie in ihrer erfreuenden Farben- 
vielfaltigkeit als eine durch typische, nurihnen eigene Merkmale —wie z.B. 
ihren besonderen Erdgeruch und die verschiedenen Luftmyceltypen — 
gut charakterisierte Mikroorganismengruppe. Durch ihre Eigentiimlich- 
keiten haben sie das Interesse vieler Beobachter angezogen, die sich mit 
ihren Besonderheiten zunaichst durch das Studium solcher Kulturen 
intensiv vertraut gemacht haben (KRatNsKy 1914; WAKsMAN 1919, 1950; 
DRECHSLER 1919, LiEskE 1921, Orskov 1923, RippEL u. Mitarb. 1934; 
KRassILNikov 1941). Zu einer auf diese Erkenntnisse aufgebauten mehr 
direkten Beobachtung ihres Daseins im Boden kam es erst durch die 
Methode der Aufwuchsplatten nach Rossi (1927) und CHoLopyy (1930), 
da sich die von Conn (1917) und WrinoGrapsky (1925) angewandten 
direkten Methoden gerade fiir ein Auffinden von Streptomyceten im 
Boden wegen deren besonderen Eigenschaften als weniger geeignet er- 
wiesen hatten (WINOGRADSKY 1925, Conn 1932). 

Bereits in seiner ersten Arbeit iiber die neue Methode hebt CHoLtopny (1930) 
besonders hervor, wie hiufig und gut er gerade Streptomyceten auf seinen Auf- 
wuchsplatten finden konnte, und er gibt charakteristische Abbildungen, wie sie 
seitdem jeder mit seiner Methode erhalten kann. Andere Beobachter bestatigten 
spater immer wieder die hinsichtlich der Streptomyceten von CHoLODNY gemachten 
AuBerungen (Conn 1932, Demerer u. Mosser 1933, Hunror 1936, Jensen 1933, 
1934, 1943, Mrypr 1935, 1950, vgl. auch Ripren 1933—1937, Errkson 1947, Hopr 

1948, Greson 1957, Tree 1957, Henssen 1957). Aufwuchsplatten, welche zur 
Untersuchung mariner Bakterien yon ZOBELL u. ALLEN (1935) im Meerwasser 
exponiert wurden, wiesen unter anderem auch vegetative und versporte Hyphen 
von Aktinomyceten auf. Anders als im festen Erdboden ergibt sich auf den 
Wuchsplatten im freien Wasser naturgemaB eine zu ihrer Umgebung mehr und 
mehr divergierende Entwicklung, da die — sonst fehlende — Aufwuchsméglichkeit 


* Meinem verehrten Lehrer, Herrn Professor Dr. Dr. h.c. A. Rrpren, zum 
70. Geburtstag in Dankbarkeit gewidmet. 
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innerhalb des freien Wassers einen Lebensraum mit eigenen, anderen Entwicklungs- 
moglichkeiten begriindet (ZoBELL u. ALLEN 1935, JANNAScH 1955). Weitere 
Beschrankungen der Methode zeigten Conn (1932) und WrnoGrapsky (1949). 


Die langere Beschaftigung mit physiologischen EHigentiimlichkeiten 
und dem natiirlichen Vorkommen von Streptomyceten-Stammen 
(PFENNIG 1952, 1958; Jacnow 1956) fiuhrte dazu, mehr von dem Dasein 
dieser Organismen im Boden selbst zu erkunden. Dabei wurde davon 
ausgegangen, hierfiir die oft bemerkten Vorziige der Aufwuchsplatten 
auszunutzen, zugleich aber weiteres iiber die Eigentiimlichkeit dieser 
vielfach verwendeten Methode zu erfahren. 


Methodik 


Alle Untersuchungen wurden in einem kalkhaltigen, humosen Lehmboden unter 
der Rasenfliche des Institutsgartens (Ostseite des Hauses) vorgenommen, der sich 
durch einen fiir die Versuche geniigend hohen natiirlichen Streptomycetengehalt 
auszeichnete (10—20 Mycelien je 18 x 36 mm Deckglasflache). Falls nicht besonders 
erwahnt, wurde methodisch ebenso vorgegangen wie bei CuHoLopny (1930) und 
Meyer (1950) beschrieben. Die aus dem Boden entnommenen Platten (je 2 vorher 
gut gereinigte Deckglaser 18 x 18 mm auf einem Objekttrager) wurden nach dem 
Lufttrocknen direkt hitzefixiert (nicht abgespiilt) und anschlieBend mit Bengalrosa 
nach Conn (1929) 5 min tiber erhitztem Wasserbad gefarbt und in Caedax ein- 
gebettet. Alle Platten wurden systematisch ausgewertet auf einem mit Kreuztisch 
versehenen ZeiB-Standard-Mikroskop (Neofluar 10, 25, 45 und 100 x). Es wurde 
von der regelmaBigen Beobachtung ausgegangen, daB auf Bodenplatten, welche 
nach den Angaben von CHoLopNy und denen anderer bisheriger Untersucher 
13 Wochen im Boden eingegraben waren, die meisten Streptomyces-Mycelien 
mit versporten Lufthyphen und in Sporen fragmentierten vegetativen Hyphen 
ausgebildet waren und demgegeniiber nur vereinzelt junges, vegetatives Mycel 
gefunden werden konnte. Deshalb wurde in mehreren Reihenversuchen dazu tiber- 
gegangen, von zahlreichen zur gleichen Zeit in die Erde gesetzten Platten fortlaufend 
die ersten 10 Tage taglich, dann bis zu 3 Wochen jeden 2. Tag ein Paar zur Unter- 
suchung zu entnehmen. Diese Versuchsreihen wurden nicht im Freien vorgenommen, 
sondern in Erde des gleichen Standortes, die in einen Kasten eingefiillt war (TOLLE 
1957), der in einem halbdunklen Kellerraum bei 15—17° C aufgestellt und bei 
annahernd gleicher Feuchtigkeit gehalten wurde. In einer der Versuchsreihen 
wurden an Stelle von Deckglaschen 1 mm starke gewisserte Astralonfolien ver- 
wendet (Kunststoff auf Cellulosebasis), um spezifische Einfliisse des Glases aus- 
zuschalten. Es wurden damit im wesentlichen die gleichen Ergebnisse erhalten wie 
mit den Glasdeckglaschen. 


Ergebnisse 

Alle Aufwuchsplatten wurden auBer auf das Vorhandensein und die 
Ausbildung von Streptomyces-Mycelien vergleichsweise noch auf die 
Anordnung und Haufigkeit von Bakterien sowie auf den Entwicklungs- 
zustand von Pilzmycel hin angesehen. Die an den vier Versuchsreihen mit 
taglich entnommenen Aufwuchsplatten gewonnenen Beobachtungen 
wiesen gut iibereinstimmend auf gewisse im folgenden kurz beschriebene 
Entwicklungsstadien der Aufwuchsflora hin (im Rahmen dieser Arbeit 
kénnen nur wenige Abbildungen gebracht werden). 
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Platten, welche 24 Std im Boden waren, zeigten eine stark entwickelte 
Bakterienflora, vor allem an den Berithrungsrandern von Erdkliimpchen- 
Glas-AuBenluft bzw. kleinen Bodenluftriumen. Haufigste Formen waren 
hier Stabchenbakterien in unregelmafiger Verteilung und gelegentlich 
kleine und groBe Bakterienfelder. Entlang dieser gut erkennbaren Rander 
waren stets auch charakteristisch gewundene unverzweigte Faden und 
Schlingen eines fadig wachsenden Bakteriums (B. m ycoides-ahnlich, 
Demeter u. Mosset 1933, Taf. 11, Abb.11a) zu finden, das dadurch gut 
von Streptomyces-Mycel unter- 
schieden werden konnte. Glas- 
flachen, die in direkter Bertihrung 
mit Erdkriimeln waren, zeigten 
auch schon die typischen runden 


TENN : "e ahs 
Abb. 1. Junge Streptomyces-Hyphe nach Abb. 2. Streptomyces-Mycel nach 3 Tagen. 
48 Std. Vergr. 1250mal Vergr. 1250mal 


Kolonien groBer runder Bakterien, die von den meisten Untersuchern 
als Azotobacter-Kolonien angesprochen wurden. Ganz vereinzelt wurde 
ein kurzes Sttick Pilzhyphe angetroffen. 

Kleine, rein vegetative Streptomyces-Mycelien, meist aus einer wenig 
verzweigten Hyphe bestehend (Abb.1), erschienen zuerst auf 48 Std im 
Boden verbliebenen Platten. Sie befanden sich teils auf den direkt mit 
Erde in Bertihrung gewesenen Stellen, teils mehr in der Nahe der zuvor 
erwahnten Rander, einzelne Hyphen auf die freie Glasflaiche ausstrahlend 
(wie auf Abb.7). Vereinzelt wurde ein kleines Zentrum organischen 
Materials gefunden, von dem aus die Hyphen wegwuchsen. Sehr selten 
wurden auf den 1—2 Tage alten Platten Fragmente der typischen 
geraden, gebogenen oder  spiraligen Streptomyces-Luftsporenketten 
angetroffen. Der Bakterienbewuchs war ahnlich wie nach 24 Std, Pilz- 
hyphen jedoch haufiger und intensiv angefirbt. 

3,4 und 5 Tage alte Bodenplatten wiesen kleine und groBe, d. h. mit 
vielen lingeren und mehr oder weniger geraden Hyphen versehene 
vegetative Streptomyces-Mycelien auf (Abb.2), die nun schon vereinzelt 
Auslaufer von Sporenketten oder — an ganz kleinen Mycelien des Erd- 
krumenrandes — versporte Lufthyphen aufwiesen. Die Nahrstoffarmut 
an diesen Stellen, meist auf dem freien Glas, bedingt offenbar eine 
schnelle Ausbildung winziger versporter Lufthyphen (5—10 Sporen) an 
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den kleinen vegetativen Hyphen. Auch auf diesen Platten kamen ver- 
einzelt kleine Fragmente von isoliert liegenden Sporenketten und 
Sporenspiralen vor. GréBere Anhaufungen vegetativen Mycels mit 
vielseitig ausstrahlenden Hyphen (wie in Abb.3) wurden fast ausschlieB- 
lich in und an mehr oder weniger intensiv angefarbten, unregelmaBig 
geformten organischen Partikelchen aufgefunden, welche vielfach Reste 
abgestorbener nackter Bodenamoeben sein konnten. Neben jungen, 
intensiv angefarbten Pilzhyphen ohne irgendwelche umgebende Bak- 
terien, fanden sich zunehmend solche, 
bei denen der Zellinhalt nur hellrosa 
angefarbt war, dafiir aber die Hyphen 
yon vielen kleinen kokkenformigen 
Bakterien oder Kurzstabchen umsaumt 
waren — streckenweise mehr vereinzelt, 
gelegentlich in gréBeren Ansammlungen. 
Diese Stadien beschrieb CHOLODNY erst - 
mals eingehend und sah in ihnen bak- 
terielle Zersetzungsstadien absterbender 
alterer Pilzhyphenteile. 

Auf 6, 7 und 8 Tage alten Boden- 
platten zeigte sich bei der Mehrzahl der 
Streptomyces-Mycelien eine Zunahme des 
Anteils an fragmentierten langen Hyphen 
(Chlamydosporen nach WILKIN u. RHODES Abb. 3. Nahrstoffzentrum mit allseitig abe 
1955) und ein haufigeres Auftreten ein- gehenden veget. Hyphen mit Chianiydo- 

f b F und Luftmycelsporen nach 7 Tagen. 
zelner typischer gerader und. spiraliger Vergr. 300mal 
Luftmycel-Sporenketten. Kleine, tber- 
wiegend aus vegetativen Hyphen bestehende Mycelien fanden sich vor allem 
in der Randzone Erde—Luft—Deckglas, groBere Mycelien mit davon aus- 
gehenden in Sporen fragmentierten Hyphen meist nur in der Nahe 
stark angefarbter organischer Substanzkliimpchen (Abb.3 und 4). 

9, 10 und 12 Tage. Die Haufigkeit von langen, fragmentierten Hyphen 
und von Sporenketten gegentiber vegetativen Hyphen war erhoht. Ver- 
einzelt zweigten sie ab von sehr schwach und unregelmaBbig angefarbten, 
in der Umgebung von organischer Substanz befindlichen vegetativen 
Hyphen, die sich offenbar wie meist die Pilzhyphen in autolytischem 
Zerfall befanden, nur daf sie im Gegensatz zu diesen nicht von Bakterien 
umgeben waren (Abb. 5). 

1424 Tage. Vegetative Streptomyces-Hyphen wurden nur ganz ver- 
einzelt angetroffen. Uberwiegend kamen in Sporen fragmentierte lange 
Hyphen und verschiedene Typen von Luftmycel-Sporenketten in 
groBeren Mengen an den einzelnen Stellen vor (Abb.6) [Sektionen: 


Rectus flexibilis (Abb. 5 und 6) und Spira (Abb. 4) des neuen Systems von 
14 
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Pripuam u. Mitarb. 1958]. Bis auf einzelne gréRere Bakterienfelder und 
Kokkenkolonien waren Bakterien viel seltener auf diesen alteren Platten als 
auf den wenige Tage alten. Die Haufigkeit von Pilzhyphen war ebenfalls ge- 
ringer. An vielen Stellen wurden Parallelstreifen von Bakterien angetroffen, 
die den ehemaligen Verlauf inzwischen aufgeléster Pilzhyphen markierten. 


Abb. 4. Teil eines in Sporen fragmentierten Abb. 5. Teil eines autolytisch zerfallenden 

Streptomyces-Mycels an zersetzter Substanz Streptomyces-Mycels an zersetzter Substanz 

und ansitzende Sporenspiralen nach 8 Tagen. mit Sporenketten nach 9 Tagen. 
Vergr. 1250mal Vergr. 1250mal 


Auf den alteren Bodenplatten fanden sich in dem diinnen anhaftenden 
Erdbelag mehr und mehr typische S-férmig geschlangelte Kriechspuren 
kleiner Bodennematoden. 

Nimmt man das jeweils zu einem Zeitpunkt am héaufigsten auf- 
getretene Entwicklungsstadium ahnlich groBer Streptomyceten-Mycelien 
als ein Charakteristicum, so erhalt man im ganzen das Bild einer fort- 
schreitenden Entwicklung dieser Aufwuchsflora mit einem Beginn 
sichtbaren, rein vegetativen Wachstums nach 48 Std (Abb.1) und einem 
Endstadium, in welchem die Streptomyceten in ihren Sporenformen in 
vortibergehendem Ruhezustand tiberwiegen (Abb.4, 5 und 6). Dies 
Ergebnis fiihrte zu dem Versuch, eine ebensolche Entwicklungsreihe 
experimentell noch deutlicher dadurch herbeizufiihren, daB die ange- 
wandten Aufwuchsplatten vor dem Kinbringen in den Boden gleichmabig 
mit Streptomyces-Sporen beimpft wurden. 


Dies geschah durch Abklatschen der Platten auf dem versporten Luftmycelrasen 
eines in Petrischalen auf Agar kultivierten Boden-Streptomyces-Stammes. Abimpfen 
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des gleichen Sporenmaterials auf Peptonagar-Deckglaskulturen, bewies eine 
ausgezeichnete Keimfahigkeit des verwendeten Sporenmaterials unter diesen 
Bedingungen. 

Das Einbringen der mit Luftmycelsporen beimpften Aufwuchsplatten in frische 
Erde des gleichen Bodens wie im vorigen Versuche (in den beschriebenen Kasten) 
geschah auf zwei verschiedene Arten: 


1. Beimpfte Deckglaschen wurden (senkrecht) direkt an die Erde angedriickt 
und bis zur Entnahme in gleicher Stellung belassen. 


2. Beimpfte Objekttrager wurden senkrecht an die Erde angedriickt und dann 
von unten nach oben an der Erde abgestrichen. Auf die dabei entstandene Flache 
legte man einen neuen sauberen Objekttrager auf 
und lieB ihn etwa 1cmaus dem Boden herausragen. 

Wesentlicher Unterschied ist dabei, daB alle 
Glasstellen, welche beim Anlegen nicht direkt 
mit Erde in Beriihrung kommen, sondern gegen 
kleine Luftraume des Bodens grenzen, bei 1. 
vollbedeckt sind mit Sporen, bei 2. jedoch freie 
Glasflache sind. In beiden Fallen sind die Be- 
riihrungsflachen Erde-Glas mit Streptomyces- 
Sporen gleichmahig bedeckt. 

Die systematische Durchmusterung 
der alle 24 Std bis zu 15 Tagen entnom- 
menen Deckglischen und Objekttrager 
fiihrte zu folgendem nicht erwarteten 
Ergebnis: 

Die in den Boden eingebrachten, nach 
Art und Gré8e sehr gut auffindbaren 
Streptomyces-Sporen wurden, abgesehen , ‘ 
von folgenden Fallen, ungekeimt im Boden “?” SETS 4 i aaa 
wiedergefunden und keinerlei Aufwuchs Vergr. 600mal 
vegetativen Mycels erreicht: 

1. Zuerst nach 48—72 Std fanden sich auf den Objekttraiger-Auf- 
wuchsplatten ausschlieBlich am obersten Erdbodenrand aus den ein- 
gebrachten Sporen ausgewachsene kleine vegetative Hyphen (Abb.7). 
Wachstumsrichtung der Hyphen war stets die freie Glasflache, nicht der 
Erdboden. Auf spiteren Platten fanden sich winzige Mycelien mit ganz 
kurzen Luftmycel-Sporenketten (Abb.8). Ganz vereinzelt wurden auch 
kleine Hyphen, welche sich nicht weiterentwickelten, an Erdkliimpchen- 
raindern im Inneren der Platten angetroften. 

2. Auf den 10—15 Tage im Boden verbliebenen Deckglaschen fanden 
sich verschiedentlich Streptomyces-Mycelien in kleimen Kliimpchen 
organischer Substanz mit nach vielen Seiten auswachsenden Hyphen und 
davon abzweigenden kurzen versporten Lufthyphen (Abb.9). Die stark 
angefirbten Kliimpchen waren abgestorbene nackte Bodenamoeben, die 
nun von den Streptomyceten zersetzt wurden. Es zeigte sich nimlich auf 
diesen Aufwuchsplatten, die ja auch auf den an Bodenluftraume 

14* 
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angrenzenden Glasflachen mit Streptomyces-Sporen bedeckt waren, daB ge- 
rade an diesen Stellen von Tag zu Tag eine stark zunehmende Anzahl von 
nackten und in geringerem Mae auch von beschalten Amoeben ( Difflugia) 
aufgefunden wurde. Diese weideten offensichtlich den gesamten Sporen- 
rasen ab, so daB die 12—15 Tage alten Platten zwar noch groBe Mengen 
von Amoeben und vereinzelte Haufchen halbverdauter Sporen (Abb. 10 
und 11), aber nur noch kleine Reste des urspriinglichen Sporentiberzuges 
erkennen lieBen. In den Sporenfeldern der jiingeren Platten zeichneten 
sich die S-formigen Kriechspuren kleiner Bodennematoden schén ab. 


= 
Re 4 
ue Pra 


Abb. 7. In den Boden eingebrachte Strepto- Abb. 8. Streptomyces-Kiimmermycelien mit  ver- 


myces-Sporen und nach 3 Tagen zur freien sporten Lufthyphen aus eingeimpften Sporen an 
Glasfliche ausgewachsene Hyphen. Erdrindern nach 4 Tagen. Vergr. 1250mal 


Vergr. 1250mal 


An allen Stellen, wo Erde und Glas sich direkt beriihrten und wo sich 
bodeneigene Streptomyceten auf den anderen Platten durchaus ent- 
wickelt hatten, lagen die eingebrachten Sporen unverandert. 


Diskussion 

Auf Grund der gewonnenen direkten Beobachtungen laiBt sich folgendes 
Bild des Wachstumsverhaltens der bodenbewohnenden Streptomyceten 
in ihrem eigenen natiirlichen Lebensraum im Kontakt mit Aufwuchs- 
platten entwerfen. Das Wachstum vegetativer Hyphen beginnt nach 
Beriihrung der Keime mit abbaufihiger geléster oder noch geformter 
organischer Substanz. Je nach der Menge der Nahrstoffe entwickelt sich 
ein mehr oder weniger groBes vegetatives Mycel — Substratmycel —, 
von welchem aus vegetative Hyphen vielseitig in den umgebenden Boden- 
raum auswachsen. Je kleiner die Naihrstoffmenge ist, um so eher bilden 
sich am Substratmycel kleine versporte Lufthyphen (auf dem reinen 
Glas schon innerhalb von 24 Std). Die unmittelbar im organischen Sub- 
strat gewachsenen Hyphen unterliegen mit dessen Verbrauch einer 
autolytischen Auflésung; die vom Substrat ausgewachsenen langen, 
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zunachst vegetativen Hyphen lésen sich entweder auch selbst auf — vor 
allem wo sie direkt im Boden gewachsen sind — (kein bakterieller Abbau 
zu beobachten), so daB nur die von ihm abzweigenden versporten Luft- 
hyphen zusammenhanglos liegen bleiben. Oder aber sie fragmentieren 
auf ihrer ganzen Linge in mehr oder weniger zylindrische Chlamydo- 
sporen, die ahnlich resistent wie die aus Luftmycel entstandenen Sporen 
bis zu einem neuen Nahrstoffangebot ruhig im Boden iiberdauern. So 
fiihrt jede kleinste Naihrstoffmenge, die 
eine nur geringe Entwicklung ruhender 
Sporen bewirkt, zu einer starken Ver- 
eroBerung der Anzahl ruhender téatig- 
keitsbereiter Vermehrungseinheiten. 
GroBe Nahrstoffzentren erméglichen dem 
Organismus eine vielseitige in den Boden 
ausstrahlende, ununterbrochene weitere 
Verbreitung. Gegeniiber den beobach- 
teten Bodenpilzen, deren altere vege- 
tative Hyphenteile regelmaBig einem 
bakteriellen Abbau unterliegen, ist dies 
Verhalten der Streptomyceten auffallig 
unterschieden. Mit anderer Methodik fand 
auch ScInNER (1951), daB der groBere 
Teil der Streptomyceten im Boden in 


Abb. 9. Streptomyces-Mycel in zersetzter 


orenform v orliegt. Bodenamoebe und davon ausgehende 

Y g 

D U 5 F Hyphen mit Sporenketten nach 15 Tagen. 
as nvermogen Zur vegetativen Vergr. 1250mal 


Entwicklung der kinstlich in den 
Boden eingebrachten Sporen eines bodenbewohnenden Streptomyces- 
Stammes stellt einen Parallelfall dar zu den an Bodenpilzen gemachten 
Beobachtungen von CHINN (1953), DoBss u. HinsEen (1953), WINTER 
(1955), JACKSON (1958) und von Park (1955, 1957). Nach seiner Begriffs- 
bestimmung ist der Stamm fiir den verwendeten Boden exochthon und 
kam deshalb offenbar nur an den Stellen zu einer vegetativen Ent- 
wicklung, wo der Einflu8 der bodeneigenen (zymogenen und auto- 
chthonen) Mikroflora nicht vorhanden war, wie z. B. am Erdrand auf dem 
freien Glas und auf den durch ihn im Uberflu8 vorhandenen und infizier- 
ten (abgestorbenen) Bodenamoeben. Di2 in diesem Boden von Natur aus 
vorhandene Mikroorganismen-Lebensgemeinschaft konnte eine vegetative 
Entwicklung des exochthonen Stammes sowohl aus Griinden des Nahr- 
stoffmangels wie durch antagonistische Beeinflussung verhindert haben. 
Durch die Technik der tiglichen Entnahme von Bodenplatten konnte 
schlieBlich noch ein deutlicheres Bild von der Eigenart der Aufwuchs- 
plattenmethode erhalten werden. Dies laBt sich am besten folgender- 
maBen charakterisieren : 


214 N. PFENNIG: 


Das Anstechen des Bodens fiir das Einlegen der Aufwuchsplatte 
bringt durch die geinderten Verhaltnisse und die Verschiebung der 
heterogenen Bodenkriimel an der Schnittfliche die fiir alles Spatere ent- 
scheidende Anderung und Stérung der bis dahin dynamisch eingespiel- 
ten Lebensverhialtnisse aller Mikroorganismen mit sich. Die jeweils 
andersartigen Verhaltnisse rufen entsprechende Reaktionen bei der 
Mikroflora hervor, indem neue Nahrstoffpartikel verfiigbar werden bzw. 


to 
a 
Abb. 10. Zahlreiche Bodenamoeben beim Abb. 11. Bodenamoeben vertilgen Strep- 
Abweiden von Resten eines auf die Platten tomyces-Sporen, verdaute Reste hinter sich 
gebrachten Streptomyces - Sporenbelags lassend. Bodenplatte nach 15 Tagen. 
nach 15 Tagen. Vergr. 150mal Vergr. 1250mal 


nahrstoffhaltiges Bodenwasser mit anderen Keimen in Beriihrung kommt. 
Die freie Glasfliche bietet fiir den Aufwuchs neuen Raum, der nun in den 
sich wandelnden Lebensraum mit einbezogen wird. So wird die sich ent- 
wickelnde Aufwuchsflora ein Ausdruck fiir die Herstellung eines neuen 
Gleichgewichtes von Mikroorganismen und méglichen Nahrstoffen an den 
betreffenden Aufwuchsflichen (THIENEMANN 1939). Darum findet man mit 
fortschreitender Zeit eine durchaus gerichtete Entwicklung der Mikro- 
flora auf den Platten, welche bis auf Stellen lokaler Veranderung (Um- 
walzung durch Bodentiere, Pflanzenwurzeln und Wasserbewegung) 
einem gewissen Reifezustand zustrebt, wie er auf allen lange im Boden 
verbliebenen Aufwuchsplatten gegeniiber solchen, die 1—10 Tage darin 
lagen, beobachtet werden kann. Der anfangs sehr starke Bakterien- 
bewuchs geht zuriick bis auf dauerhaftere Formen, spaiter ebenso der 
Bewuchs mit Pilzhyphen. Die Streptomyceten entwickeln sich und liegen 
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schlieBlich iiberwiegend in der Sporenform vor. So kommt es, daf fiir das 
Bild dessen, was auf alteren Aufwuchsplatten zu sehen ist, im ganzen all 
dasjenige von entscheidender Bedeutung ist, was bald nach dem Anlegen 
der Platte an den Boden auf sie gelangen konnte. Dies bestatigt auch die 
im Mittel etwa gleich bleibende und nicht steigende Zahl von Strepto- 
myces-Mycelien von 3 Tage alten bis zu 10 Tage alten Platten; spater 
fallt dann die Zahl sogar ab. 

Es darf also gesagt werden, da wir mit Anwendung der zunachst 
naihrstoffreien Aufwuchsplatten nicht einfach Beobachter eines kon- 
tinuierlich weitergehenden Bodenlebens werden, sondern wir vollziehen 
einen Einbruch, auf den die angrenzende Mikroflora in einer Entwick- 
lungsfolge mit der Einbeziehung des Fremdkérpers in ihren Lebensraum 
reagiert. Je nach dem gewahlten Zeitpunkt beobachten wir das durch die 
Veranderung ermoglichte Aufwachsen, Reifen und Ableben der ver- 
schiedenen nahrstoffindenden Mikroorganismengruppen in ihren Eigen- 
arten und ihren wechselseitigen Beziehungen. 


Zusammenfassung 


Der Entwicklungszustand von bodeneigenen Streptomyces-Mycelien 
wurde auf Aufwuchsplatten untersucht, welche anfangs taglich, spater 
jeden 2. Tag aus dem Boden entnommen waren. Im ganzen ergab sich 
das Bild einer Entwicklung, nach welcher schlieBlich der eroBte Teil der 
Streptomyceten in Form von Chlamydosporen und Luftmycelsporen 
angetroffen wurde. In den gleichen Boden eingebrachte Streptomyces- 
Sporen blieben zum gréBten Teil ungekeimt liegen und konnten sich nur 
am Erdrand auf dem freien Glas und in abgestorbenen Bodenamoeben 


entwickeln. 
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(Aus dem Organisch-Chemischen Institut, Biochem. Abt., der Univ. Gottingen) 


Der Actinomycin-Einfiu8 
auf den Stoffwechsel von Candida albicans* 


Von 
PAUL PRAVE 


Mit 14 Textabbildungen 
(Eingegangen am 18. April 1958) 


Das aus Streptomyces chrysomallus gewonnene Antibioticum Actino- 
mycin zeigt im Verdiinnungstest gegen Bakterien eine sehr hohe Wirk- 
samkeit (Staphylococcus aureus 0,1 y/ml; Escherichia coli 100 y/ml wirk- 
same Mindesthemmkonzentration). 

Bei therapeutischen Untersuchungen ergaben sich besonders bei Ein- 

wirkung auf tierische bésartige Geschwilste und das lymphatische 
System gute Erfolge (BRocKMANN, BoHNE, FRIEDRICH u. HACKMANN 
1954). Danach sind eine Reihe von Arbeiten veroffentlicht worden, die 
sich mit der Wirksamkeit des Actinomycins besonders gegen einige 
Krebsformen befassen. 
Da der Test gegen Bakterien nichts tiber den Angriffspunkt aussagt 
und mit Hefen keine vergleichbare Wirksamkeit zu erhalten ist, erhebt sich 
die Frage, wie das Actinomycin in den Stoffwechsel eingreift. — Der 
Einflu8 von verschiedenen Antibiotica auf Hefe wurde von STRUTZ u. 
Kuntze (1955) untersucht. WAKSMAN (1945) stellte gegen Pilze der 
Trichophyton-Gruppe eine Hemmwirkung von Actinomycin fest. Higene 
Beobachtungen haben einen EinfluB gegen Hefestamme ergeben. Mit der 
Hefe hat man einen Modellorganismus zur Hand, der in seinen Stoff- 
wechselreaktionen eine Ahnlichkeit mit der Krebszelle zeigt. 


Methodik 


Als Hefestamm wurde Candida albicans verwendet, der im Biochemischen 
Institut als Teststamm gehalten wird. 

Kulturmethoden. In 200 ml Erlenmeyerkolben wurden 200 ml gepufferte 
Sabouraud-Nahrlésung! gegeben; bei Atmungs- und Garungsmessungen unter Fort- 
lassen des Peptons. Die Kolben wurden mit Gummistopfen, die mit Celophan um- 
wickelt waren, verschlossen. — Der Candida albicans-Stamm wurde in 10 ml 
Sabouraud-Bouillon geimpft, bei 37° C 24 Std bebriitet, 1 Tropfen in neue 10 ml 
Bouillon geimpft und wiederum 24 Std bei 37° C bebriitet. Diese Anzucht wurde 


* Herrn Professor Dr. Dr. h. c. RrpPpEL zum 70. Geburtstag. 
1 4°/, Glucose, 1°/) Pepton, mit Phosphatpuffer nach SORENSEN auf px 4,8 ein- 
gestellt. 
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quantitativ in die Versuchskolben gegeben und letztere bei 28° C 24, 48 und 96 Std 
gehalten. Die abzentrifugierten Hefen wurden mit Phosphatpuffer gewaschen (px 4,8) 
und fiir die Versuche benutzt. — In die Kolben wurden in je 10 ml Athanol geléste 
Actinomycin I-Mengen und in einige 10 ml Athanol fiir die Blindprobe gegeben. (Die 
Actinomycin I-Mengen entsprechen den angegebenen Konzentrationen: 100 y, 75 y, 
25y, 5y, 1 y je Milliliter Gesamtsubstrat.) 

Gasstoffwechselmessungen. Atmung, Leeratmung, Wachstum, aerobe und 
anaerobe Glykolyse wurden in einer Warburgapparatur gemessen. Die Gefafe ent- 
hielten jeweils 1ml Hefesuspension (10 mg Trockensubstanz je Milliliter), 1 ml Nahr- 
substrat und 0,2 ml 20% ige KOH im MittelgefaB. Bei der anaeroben Glykolyse 
wurde Stickstoff, sonst Luft als Gas verwendet. Temperatur 30° C. Bei Hemmstoff- 
zugabe wurden 0,4 ml gegeben. 

Papierchromatographie. Das Actinomycin I wurde mit Chloroform 
und danach mit Butanol aus der Nahrlésung extrahiert, abgedampft, mit 
Aceton aufgenommen und getrennt als Rundchromatogramm mit dem System 
Butylacetat : Dibutylather : 10% iger Kresotinatlésung = 3 : 1 : 4 bestimmt. 

Die Trockensubstanzbestimmung wurde als Triibungsmessung bzw. durch 
Auswiegen der bei 105° C getrockneten Hefemasse durchgefiihrt. 


Ergebnisse 


Einleitend ausgefiihrte Wachstumsmessungen mit Bacillus subtilis in Glucose- 
Pepton-Nahrlésung bei verschiedenen py-Werten ergaben unter Actinomycin- 
EinfluB (0,2 y, 1 y, 10 y und 25 y/ml) eine eindeutige Hemmung des Bacillus bei 
neutraler und alkalischer Anfangsreaktion schon nach 24 Std (entsprechend dem 
Verdiinnungstest) fiir alle Actinomycin-Konzentrationen. Bei px 4,8 zeigte sich ein 
geringes Wachstum gegeniiber der Blindprobe. 

Candida albicans wird von dem Antibioticum nicht so eindeutig beeinfluBt. Unter 
den vorliegenden Bedingungen (10 ml Nahrlosung in Reagenzglasern) tritt ein um 
1—3 Tage verzégertes Wachstum bei steigenden Actinomycin-Konzentrationen auf. 
Der px- Wert steigt auf 5,1—5,2 an. (Héheres px beeintrachtigt die Zellvermehrung.) 

Unterschiede durch Kultivierung 
bei 28° C und 37° C waren nicht 


Tabelle 1. Die StoffwechselgréBen von Candida ie RLY IA 


albicans unter Actinomycineinflup. 
Actinomycin konz. 100y, 25 y, 5y und Oy je ml EinfluB des Actinomycins 


TS LEH. CEE Le ea LE ee Sh ee . 
Actinomyein Me on 5 bs auf die Stoffwechsel- 
ural gropen von Candida 
gut 42 3.5 2.5 3.5 albicans 
0. Die Bestimmung des direk- 
Qu 16° 4. 85° 7,5 hike : Bee 
ten Kinflusses von Actinomy- 
Qu 0,4 | 1,2 | 2,4 | 13,0 cin auf die Hefezelle in der 


Warburgapparatur gab weitere 
Hinweise auf eine Beeinflussung des Stoffwechsels. — Die Leeratmung 
zeigte in diesen Versuchen keinen Unterschied bei Hefezellen mit oder 
ohne Actinomycingabe. Unter diesen Bedingungen (10 mg Trocken- 
substanz je Milliliter) lie® sich im Warburggefifs mit Actinomycingabe 
von 5—100 y je Milliter ein leichter Anstieg des Wachstums feststellen. 
In Tab.1 sind die gemessenen StoffwechselgréBen (nach WaRBuRG) 
zusammengestellt. 
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Diese Werte lassen bei der anaeroben Glykolyse eine starke, bei der 
aeroben eine leichte Beeinflussung der Zellen erkennen. Die Atmungs- 
anderung ist nicht eindeutig. 

Aus den Versuchen kann geschlossen werden, da8 unter Actinomycin-EinfluB 
die Glykolyse von Candida albicans gehemmt wird und daB eine Wachstums- 


verzogerung auftreten kann. 
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Abb. 7—9. Wachstum. Sauerstoffverbrauch von Candida albicans in Glucose/Pepton (pr 4,8); 
Actinomycinkonzentration wie Abb. 1—3. Abb. 7nach 24 Std, Abb.8 nach 48 Std, Abb. 9 nach 96 Std 


folgenden Ergebnisse wuchsen die Hefen 24, 48 und 96 Std mit ver- 
schiedenen Actinomycinkonzentrationen, wurden abgenommen, ge- 
waschen und im Warburggerat untersucht. 

Die Abb.1—3 zeigen das Verhalten der Hefe, wobei die starkeren 
Konzentrationen (A = 75 y/ml, B = 25 y/ml) nach 24 und nach 48 Std 


Actinomycin-Einflu8 auf den Stoffwechsel von Candida albicans 221 


noch iiber der Blindprobe (£) liegen, nach 96 Std allerdings A vollig 
abgesunken ist und jetzt eine umgekehrte Reihenfolge auftritt, so dak 
mit fallender Konzentration eine deutliche Konstanz zu erhalten war, die 
noch iiber der Blindprobe liegt (Abb. 3). 


Die Werte der Atmung (Abb.4—6) miissen im Zusammenhang mit 
den Leeratmungskurven betrachtet werden, da letztere Ausgangswerte 
sind. So ergibt sich nach 24 Std 
(Abb.4) eine starke Atmungsstei- 
gerung besonders bei den niedrigen 
Actinomycinkonzentrationen, die 
nach 48 Std (Abb. 5) zuriick- 
gegangen und nach 96 Std fast 
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Abb. 10—12. Aerobe Glykolyse. Giirungs-CO, von Candida albicans unter aeroben Bedingungen in 
Glucose (px 4,8); Actinomycinkonzentration wie Abb. 1—3. Abb. 10 nach 24 Std, Abb. 11 nach 
48 Std, Abb. 12 nach 96 Std 


voéllig gehemmt ist; lediglich bei A ist die Atmungsgr68e normal er- 
halten geblieben. 

Den Einflu8 des Actinomycins auf das Vermogen der Hefe zur Ver- 
mehrung zeigen die Abb. 7—9. Nach 48 Std (Abb.8) und mehr noch nach 
96 Std Actinomycin-Einflu8 (Abb.9) ist eine deutliche Wachstums- 
hemmung parallel zu den Trockensubstanzbestimmungen bei A 
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(75 y/ml) zu erhalten. Die Hefen, die mit 25 y und 5 y Actinomycin je 
Milliliter wuchsen (B bzw. C), erfahren eine leichte Forderung und liegen 
immer iiber der Blindprobe (£). 


Am offensichtlichsten sind die Wirkungen des Actinomycins auf die 
Glykolyse. Die Abb. 10—12 geben den Einflu8 auf die aerobe Glykolyse 
von Candida albicans wieder; mit steigender Actinomycinkonzentration 
wird die Glykolyse gehemmt. Bei der niedrigsten Konzentration scheint 
kaum eine Beeinflussung wirksam zu werden, wahrend die hohe eine 
kraftige Hemmung bewirkt. 


Etwas andere Ergebnisse zeigt die anaerobe Glykolyse. Nach 24 Std 
ergaben sich gleiche, nur insgesamt gering héher liegende Werte wie 
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Abb. 13—14. Anaerobe Glykolyse. Giirungs-CO, unter anaeroben Bedingungen in Glucose (pu 4,8); 
A100 y, B25y,C 5 y, D0 y Actinomycin je Milliliter. Abb. 13 nach 48 Std, Abb. 14 nach 96 Std 


nach 48 Std (Abb. 13). Kurve A (100 y Actinomycin je Milliliter) 14Bt eine 
deutliche Férderung der anaeroben Glykolyse gegeniiber dem Blindwert 
erkennen. Nach 96 Std (Abb.14) bewirken alle Konzentrationen eine 


Hemmung (B hier 25 y, C hier 5 y/ml), besonders aber die hohe Actino- 
mycin-Konzentration. 


Die qualitative Bestimmung des in der Nahrlésung verbliebenen Actinomycins 
ergab klare Actinomycin I-Zonen bei der 24 und 96 Std bewachsenen Nahrlésung. 
Das Chromatogramm des 48 Std bewachsenen Nahrsubstrates zeigte auBer der 
Actinomycin I-Zone eine kraftig blau und eine griin fluoreszierende Zone bei 25 y/ual, 
eine schwach blau fluoreszierende bei 100 y/ml Gesamtsubstrat. 

Mit der Dauer der Kultur nimmt die Zellgré8e unter Actinomycin-EinfluB gering 
zu (durchschnittlich von 5 auf 6). Dies trifft fiir alle Actinomycin-Konzentrationen 
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zu; lediglich die Zellen der 100 y/ml-Konzentration bleiben nach 48 Std denen des 
24 Std Ansatzes gegeniiber gleich groB. Nach 96 Std sind allerdings auch sie im 
Durchschnitt 6. 


Die kleineren Stoffwechselgréfen nach langerer Kulturdauer sind auf eine alters- 
bedingte Abnahme der Stoffwechselintensitat der Zellen zuriickzufiihren. 


Besprechung der Ergebnisse 

Actinomycin I bewirkt bei der Hefe Candida albicans unter anaeroben 
Bedingungen bei hoher Actinomycin-Konzentration einen langsameren 
Glucoseverbrauch (Pasteur-Effekt). Nach 24 Std Actinomycin-Einflu8 
kann man bei Candida albicans eine Atmungssteigerung feststellen, 
die nur bei der hohen Konzentration iiber 96 Std anhalt; parallel dazu 
geht die Leeratmung stark zuriick. Die nach 96 Std auftretende Hem- 
mung der anaeroben Glykolyse, besonders bei der hohen Konzentration, 
sowie die starke Hemmung der aeroben Glykolyse wiirden also der nor- 
malerweise hohen Glykolyse der Hefe entgegenwirken ; gleichzeitig wird 
der auftretende Atmungsabfall korrigiert. Ein bleibender EinfluB auf die 
Zellvermehrung tritt erst nach 48 Std auf und 1aBt durch 75 y Actino- 
mycin je Milliliter nach 96 Std das Wachstumsvermégen stark hemmen. 
Danach mii8ten Glykolyse- und Vermehrungshemmung sowie Atmungs- 
erhaltung in die Stoffwechselbahnen eingreifen, die nach WaRrBurG (1955) 
bei der Krebszelle anders als bei einer normalen Zelle verlaufen. Hieraus 
erklart sich die gute Wirkung von Actinomycin auf die Krebszelle, und 
folgerichtig bestitigt sich die Verwendung von Candida albicans als 
Modell- bzw. Testorganismus. 


_ Zusammenfassung 

1. Actinomycin I bewirkt einen EinfluB auf den Stoffwechsel der 
Hefe Candida albicans. Atmungserhaltung, Glykolysehemmung und 
Wachstumshemmung zeigen sich bei Zellen, die kurzfristig bzw. langere 
Zeit unter Actinomycin-Einflu8 stehen. 

2. Aus der Beobachtung, daB die antibiotische Wirkung auf die Krebs- 
und Hefezelle parallel lauft, ergibt sich die Brauchbarkeit der Hefezelle 
als Modell- und Test-Organismus. 


Herrn Prof. Dr. H. Brockmann danke ich fiir die groBziigige Unterstiitzung der 
Arbeit, Fraulein H. KRavsE und Herrn S. Unt fiir technische Hilfe. 
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Untersuchung des biologischen Saureabbaus im Wein 
Ill. Die Energiequelle der Apfelsiiure-abbauenden Bakterien* 


Von 
FERDINAND RADLER 


(Eingegangen am 9. Mai 1958) 


Der durch Bakterien im Wein hervorgerufene Abbau der 1-Apfelsaure 
zu Milchsiure und Kohlenséure erbringt im Gegensatz zu den meisten 
durch Mikroorganismen hervorgerufenen Garungsvorgaingen keinen 
Energiegewinn, den die Organismen fiir synthetische Prozesse, also zum 
Wachstum, ausniitzen kénnen. Im Gegenteil, die Verbrennungsenthalpie 
der Apfelsiure (321 keal/Mol) ist sogar geringer als die Verbrennungs- 
enthalpie der daraus entstehenden Milchsaure (326 kcal/Mol), worauf 
zuerst von SCHANDERL (1943) hingewiesen worden ist. Die Decarboxy- 
lierung der Apfelsiure ist daher nur méglich, wenn von den Bakterien 
gleichzeitig andere Energiequellen zum Wachstum ausgeniitzt werden 
k6nnen. 

Bisher war die Energiequelle der Apfelsiure-abbauenden Bakterien 
nicht bekannt. Erst durch die Kultur dieser Bakterien in einem chemisch 
definierten Medium (RADLER 1958b) wurde die Untersuchung der Bezie- 
hungen zwischen der Energiequelle der Bakterien und dem Apfelsiure- 
abbau méglich. Da es sich bei den Apfelsiure-abbauenden Bakterien um 
Milchséiurebakterien handelt, wurde vermutet, daB sie zum Wachstum 
und damit zum Abbau der |-Apfelsiiure vergirbare Kohlenhydrate be- 
notigen. Durch die im folgenden dargestellten Untersuchungen wird 
gezeigt, daB der Abbau der Apfelsaure eine fiir die Bakterien unwesent- 
liche Nebenreaktion ist, die nur durchgefiihrt wird, wenn den Bakterien 
zum Wachstum ausreichende Mengen an vergairbaren Kohlenhydraten 
zur Verfiigung stehen. 


Material und Methoden 


Mikroorganismen: Lactobacillus plantarum und vier aus Wein isolierte Bakterien- 
stamme, die zu den Gattungen Lactobacillus (Stamm 2 L) und Leuconostoc (Stamm 
12a, 16a und 456) gehéren (RADLER 1958 a). 

Herstellung und Zusammensetzung der Nahrlésungen, Impfsuspension und 
Beimpfung, Papierchromatographie und Bestimmungsmethoden, soweit nicht 


* Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. Dr.h. c. A. RrePet, zum 70. Geburts- 
tag gewidmet. 
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besonders angegeben, siche RaDLER (1958b). Zuckerbestimmung mit Anthron nach 
Vines u. Sitverman (1949). Manometrische Bestimmung der 1-Apfelsiure nach 
Nossau (1952), vgl. auch RenrscHuer (1948). Bestimmung des Athylalkohols 
oxydimetrisch mit KMnO, nach Rosman (in BavER u. Mott 1954) im Destillat nach 
Wasserdampfdestillation der schwach alkalischen Kulturlésung. Qualitativer 
Alkoholnachweis durch katalytische Umlagerung von violettem Hydroxo-oxo-di(8- 
oxychinolino)-vanadin(V) zur roten Form des Komplexes (Bre.re u. BaYER 1953). 
Bestimmung der fliichtigen Saure durch elektrometrische Titration des Wasser- 
dampfdestillats. 


Ergebnisse 


Wie die meisten Milchsaéurebakterien bendtigen auch die aus Wein 
isolierten Apfelsiure-abbauenden Bakterien ein vergarbares Kohlen- 
hydrat oder eine entsprechende Verbindung als Energiequelle zum Wachs- 
tum. Tab.1 zeigt, daB die Bakterien nur wachsen, wenn die Grundnahr- 


Tabelle 1. Wachstum von Apfelsiwre-abbauenden Bakterien in kohlenhydratfreier, 
halbsynthetischer Néhrlésung bei Gegenwart und Abwesenheit von 1-Apfelsiure wnd 
Kohlenhydrat 


Bakterienstamm 


Nebrisgung. Lactobacillus | Stamm | Stamm 
plantarum 2L 12a 
eee ee eee 
ohne Zusatz Bakterienmasse (mg je ml) 0,02 0,01 | 0,01 
Milchsaurebildung* _ — 
+ 5 mg 1-Apfelsaure je ml Bakterienmasse (mg je ml) 0,01 0,01 | 0,01 
Apfelsiureabbau — — — 
+ 5 mg ]-Apfelsiure je ml Bakterienmasse (mg je ml) 0,084 0,063} 0,036 
+ 0,5 mg Glucose je ml Apfelsiureabbau 2 +2) +? 
+ 0,5 mg Glucose je ml Bakterienmasse (mg je ml) 0,078 0,072} 0,025 
Milchsaurebildung* (+) Gleb bekats) 


u Papierchromatographischer Nachweis. 
2 Apfelsiure vollstandig abgebaut. 


losung Kohlenhydrat enthalt. Die Gegenwart oder Abwesenheit von 
1-Apfelsaure ist dabei bedeutungslos. Auch bei Gegenwart von Glucose 
wird selbst durch die 10fache Menge |-Apfelsiure das Gesamtwachstum 
nicht nennenswert geférdert. Das Wachstum der sdureabbauenden 
Bakterien und damit auch die Decarboxylierung der l-Apfelsaure ist also 
abhangig von der Gegenwart einer Energiequelle. Im Traubenmost und 
auch im durchgegorenen Wein sind stets noch gentigende Mengen an 
Kohlenhydrat vorhanden; es ist daher nicht erforderlich anzunehmen, 
da® die Bakterien des biologischen Saureabbaus HiweiBstoffe als Energie- 
quelle verwerten. 
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Die beim Abbau der ]-Apfelsiure von den Bakterien bendtigte Menge 
Kohlenhydrat ist sehr gering. Wie die Ergebnisse von Tab.1 gezeigt 
haben, geniigen schon 0,5 mg Glucose, um 5 mg 1-Apfelséure, also die 
10fache Menge, vollig abzubauen. Die quantitative Bestimmung von 
Kohlenhydratbedarf und Apfelsiureabbau bestatigt, daB beim Fehlen 
von Kohlenhydrat keine Apfelsiure abgebaut wird und zeigt, da fiir die 
Bakterien z. T. noch geringere Mengen von Kohlenhydrat geniigen (etwa 
1/,, der 1-Apfelsiure bei Stamm 2L), um die Apfelsiure vollig zu decarb- 
oxylieren, siehe Tab.2. Da das Wachstum der Bakterien von der Kohlen- 


Tabelle 2. Die Abhdngigkeit des Abbaus von 1-Apfelstiure durch stéwreabbauende 
Bakterien von der Gegenwart von vergirbarem Kohlenhydrat in halbsynthetischer Nahr- 
lésung mit einem Gehalt von 3,7 mg l-Apfelsiure je Milliliter. Messungen nach 7 Tagen 


bet 23° 
L. plantarum Stamm 2 L Stamm 16a 
Kohlenhydrat - a 
(als Saccha- Apfelsiure See Apfelsiiure Apfelsiure 
alae el abgebaut MENnZe abgebaut abgebaut 
mg/ml % mg/ml mg/ml % mg/ml % 
705) 3,7 100 1,0 3,7 100 Sy 100 
2,2 3,7 100 0,65 | 100 1,6 43 
0,76 3,7 100 0,27 5 oe 100 n. b. 
0,38 3,0 81 0,12 3,7 100 1,6 43 
0,15 1,6 43 0,05 By 100 1,0 27 
0,075 1,2 32 < 0,05 3,3 89 0,0 0 
0,0 0,0 0 0,0 0,2 5 0,0 0 


hydratmenge bestimmt wird, kénnen nur duferst geringe Bakterien- 
mengen zur Entwicklung kommen. Bei L. plantarum werden z. B. 1,6 mg 
1-Apfelsiure von 0,05 mg Bakterienmasse vollstindig abgebaut. Dieses 
Verhaltnis ist keineswegs tiberraschend. Der dkonomische Koeffizient, 
d. h. die aus 100 Teilen Nahrstoff gebildete Menge Trockensubstanz, 
betragt fiir das Wachstum von Bakterien in der Regel weniger als 
20 und fiir die anaeroben Milchsdiurebakterien meist weniger als 10 
(siehe KaurMANN 1952). Ubertragt man diese Verhaltniszahlen auf den 
biologischen Siureabbau, so ist bei einem Verbrauch von 0,5 mg Glucose 
die Bildung von nicht mehr als 0,05 mg Bakterienmasse zu erwarten, die 
jedoch 5 mg 1-Apfelsiiure zu decarboxylieren vermag, vgl. Tab. 1. 

Diese quantitativen Beziehungen gelten auch fiir den Abbau der Apfel- 
siure unter den ,,natiirlichen“ Bedingungen im Most oder Wein. Wenn 
sterilfiltrierter Traubenmost mit einem Gehalt von etwa 5 mg 1-Apfel- 
sdure je ml mit siureabbauenden Bakterien beimpft wird, so bilden die 
aus Wein isolierten Bakterien nach 20 Tagen bei 23° 0,04—0,11 mg 
Bakterienmasse je Milliliter, bei vollstandigem Abbau der Apfelsaure 
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[siehe RADLER (1958b), Tab.3]. Die Bakterienmengen, die den Abbau der 
Apfelsiure im Most durchgefiihrt haben, entsprechen den an Modell- 
versuchen gewonnenen Erwartungen; um 1 g |-Apfelsiure im Most abzu- 
bauen, ist also die Entwicklung von etwa 0,01 g Bakterienmasse erforder- 
lich, die zu ihrem Wachstum etwa 0,1 g Kohlenhydrat bendtigen. Der 
Verbrauch einer so geringen Menge Kohlenhydrat diirfte sich der Be- 
stimmung entziehen, da Traubenmost weit iiber 100 g Zucker und auch 
Wein noch mehrere Gramm Zucker je Liter enthalt. 


Tabelle 3. Der Glucosestoffwechsel von aus Wein isolierten, Apfelsiwre-abbauenden 
Bakterien in halbsynthetischer Nahrlosung 


L. plantarum | Stamm 2 L | Stamm 12a | Stamm 456 
Glucoseverbrauch mg/ml 12:2 12S 12,3 5,0 
uMol/ml 67,7 68,2 68,2 27,8 
Bakterienmasse mg/ml 0,69 0,26 0,38 0,12 
pu- Wert 3,28 ayo) 3,65 4,25 . 
Saurebildung 
ml n/i00 KOH jeml mg/ml 1,19 1,22 0,62 0,225 
entspricht Milchsiure mg/ml 10,7 11,0 5,6 2,0 
uMol/ml 119 122 62 22.5 
Fliichtige Saure ml n/100 KOH je ml 0,03 0,026 0,05 0,05 
Alkoholbildung mg/ml — _: 2,5 17 
uMol/ml — — 54 37 


Da eine vollstandige Oxydation zu CO, und H,0 von anaerob wachsen- 
den Bakterien nicht durchgefiihrt werden kann, wurde untersucht, zu 
welchen Stoffwechselendprodukten die als Energiequelle bendtigte Glu- 
cose von den Apfelsiure-abbauenden Bakterien umgesetzt wird. Es wurde 
daher versucht, eine Bilanz des Glucosestoffwechsels von séureabbauen- 
den Bakterien aufzustellen, ohne da8 dabei aber auf die vielfaltigen 
Probleme der bakteriellen Kohlenhydratdissimilation eingegangen werden 
sollte. 

Zu diesem Zweck wurden die Bakterien in der halbsynthetischen Nahr- 
lésung geztichtet, die aber weder Natriumacetat, noch Apfelsiure und 
nur 0,15 g Xylose je 1 enthalt, um die Saurebestimmungen nicht zu ver- 
falschen. Die Kultur erfolgte in 90 ml Lésung in verschlossenen 100 ml 
Erlenmeyerkolben 20 Tage lang bei 23°. Die Ergebnisse sind in Tab.3 
dargestellt. 

Die papierchromatographische Untersuchung der Kulturflissigkeiten 
ergab, da8 von allen Kulturen als nichtfliichtige Séure nur Milchsaure in 
nennenswerten Mengen gebildet worden war, so daB die durch Titration 

15* 
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bestimmbare Siiuremenge als Milchsaiure berechnet werden konnte. Dem- 
nach wird von den homofermentativen Bakterien (L. plantarum und 
Stamm 2) erwartungsgem4B eine reine Milchsiuregaérung durchgefihrt, 
indem aus 1 Mol Glucose annahernd 2 Mol Milchsaure entstehen. Dem- 
gegentiber wird von den heterofermentativen Stammen /2a und 456 aus 
1 Mol Glucose nur ungefahr 1 Mol Milchsiure gebildet. Die geringe Menge 
fliichtiger Saure, die sich iiberdies z. T. als Milchsaure erwies, wie die 
papierchromatographische Untersuchung des Destillates ergeben hatte, 
reicht nicht aus, um den Verbleib der 2. Halfte Glucose zu erklaren. Im 
Destillat der schwach alkalischen Kulturlésungen der Stamme /2a@ und 
45b konnte Alkohol qualitativ nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der 
allerdings unspezifischen oxydimetrischen Alkoholbestimmung lassen mit 
einigem Vorbehalt — da die Kohlensaure nicht bestimmt wurde — den 
SchluB& zu, daB die heterofermentativen Stamme /2a und 456 die Glucose 
nach dem fiir Leuconostoc mesenteroides bekannten Schema vergaren 
(siehe RrppEL-BaLpEs 1955, Seite 220), wonach Glucose je 1 Mol Milch- 
sdure, Athylalkohol und Kohlensaure ergibt. 

Beim biologischen Saureabbau im Most oder Wein dirften entsprechende 
Stoffwechselvorginge erfolgen. Eine Bestatigung fiir diese Vorstellung 
ergab folgender Versuch. Es wurde ein sterilfiltrierter Traubenmost mit 
dem Bakterienstamm /2a beimpft und 14 Tage bei 23° bebriitet. Nach 
dieser Zeit war die Apfelsdure vollstandig abgebaut, es waren 0,10 mg 
Bakterien je Milliliter gewachsen und im Wasserdampfdestillat konnten 
0,3 mg Alkohol je Milliliter Traubenmost bestimmt werden. Wendet man 
die Ergebnisse des Modellversuchs (siehe Tab.3) in halbsynthetischer 
Nahrlésung auf diesen Versuch an, dann ist auf Grund der Alkohol- 
bildung anzunehmen, da von den Bakterien etwa 1,2 mg Glucose je 
Milliliter verbraucht worden sind, woraus auBer 0,3 mg Alkohol etwa 
0,6 mg Milchsaure und 0,26 mg Kohlenséure entstanden sein miiBten. 


Diskussion 

Die vorliegende Arbeit zeigt, dai die Bakterien des biologischen Saure- 
abbaus zum Wachstum und damit zum Abbau der 1-Apfelsdure neben den 
tbrigen Nahr- und Wuchsstoffen vergirbares Kohlenhydrat bendétigen. 
Die Bilanz des Glucosestoffwechsels ergibt, daB die Glucose weitaus zum 
groBten Teil in die Endprodukte anaerober, bakterieller Kohlenhydrat- 
dissimilation umgewandelt wird: Milchsaéure, Athylalkohol und wahr- 
scheinlich Kohlensiure. Bei Vergiérung anderer Kohlenhydrate werden 
moglicherweise noch weitere Endprodukte, wie Mannit und Essigsaure, 
entstehen. Kohlenhydrat dient den siureabbauenden Bakterien als 
Energiequelle; der Apfelsiureabbau erweist sich dagegen als Neben- 
reaktion unbekannter Bedeutung, die keinen merklichen Einflu® auf das 
Gesamtwachstum der Bakterien ausiibt. Versuche, die hier nicht naher 
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dargestellt werden kénnen, deuten darauf hin, das durch die Gegenwart 
von Apfelsiure das Anfangswachstum oder die Wachstumsgeschwindig- 
keit der Bakterien ein wenig gefordert wird. Im Verlauf des Wachstums 
der Bakterien wird aber anfangs im Verhaltnis mehr Glucose und gegen 
Ende des Wachstums im Verhaltnis mehr Apfelsiure abgebaut. In wenig 
gepufferten Lésungen kann das Wachstum der Bakterien durch den Ab- 
bau der Apfelsiure zu Milchsiure und CO, infolge der Erhéhung des py- 
Wertes etwas begiinstigt werden. 

Die von den Bakterien zum Wachstum und zum Abbau der |-Apfel- 
siure bendtigten Kohlenhydratmengen sind sehr gering. 1 g |-Apfelsaéure 
wird von weniger als 0,01 g Bakterien abgebaut, die dabei heterofermen- 
tativ nur etwa 0,1 g Kohlenhydrat zu 0,05 g Milchsaure, 0,026 g Alkohol 
und 0,022 g CO, umsetzen. Bei dem hohen Gehalt des Weines an Alkohol 
(etwa 8 Vol.-°%) und Milchsaure (2—6 g/l) ist es verstandlich, daB sich 
im Wein die Endprodukte des Energiestoffwechsels der siureabbauenden 
Bakterien der Bestimmung entziehen. Es besteht daher kein Anla8 zur 
Annahme, daB die Bakterien beim biologischen Saureabbau im Wein 
andere Stoffe als Kohlenhydrate fiir den Energiestoffwechsel verwerten. 

Infolge einer anderen Versuchsanstellung scheinen vorangegangene 
Untersuchungen (RADLER 1957) den hier dargestellten Ergebnissen zu 
widersprechen. Es war gezeigt worden, daB durch adaptierte Zellen von 
Lactobacillus arabinosus 17-5 der Apfelsiureabbau in Traubenmost ohne 
nennenswerten Abbau von Kohlenhydraten erfolgt, und daB die Bakte- 
rien rasch absterben. Der Unterschied ist jedoch nur scheinbar, da in 
diesen Versuchen fast die 10fache Menge von ruhenden, also nicht wach- 
senden Zellen (1—3,5 mg/ml) zum Abbau der Apfelsiure verwendet 
worden war als im Most wachsen kénnen. 


Zusammenfassung 

Aus Wein isolierte Bakterien bendtigen zum Wachstum und damit 
zum Abbau der 1-Apfelséure zu Milchsaure und Kohlensaure als Energie- 
quelle vergirbare Kohlenhydrate; die Gegenwart von Apfelsaure ist 
dagegen fiir das Wachstum dieser Bakterien ohne wesentliche Bedeutung. 
Glucose wird entweder homofermentativ zu Milchsaure oder von anderen 
Bakterienstammen heterofermentativ zu Milchsaure, Athylalkohol und 
wahrscheinlich Kohlensiure umgesetzt. Der Abbau von 1 g |-Apfelsaéure 
wird bereits von weniger als 0,01 g Bakterien (Trockensubstanz) be- 
wirkt, die zum Wachstum nur etwa 0,1 ¢ Kohlenhydrat benotigen. 
Infolge der geringen Mengen sind die Endprodukte des Energiestoff- 
wechsels der siureabbauenden Bakterien im Wein normalerweise nicht 


nachweisbar. 


Herrn Prof. Dr. B. HusFexp bin ich fiir die Férderung meiner Arbeiten zu Dank 
verpflichtet. 
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Myxoxanthophyll als Hauptearotinoid 
von Mycobacterium phlei* 


Von 
H. G. SCHLEGEL 


Mit 1 Abbildung im Text 
(Eingegangen am 12. April 1958) 


Bei der Charakterisierung der Pigmente eines dunkelrotfarbigen 
Stammes von Mycobacterium phlei, der zu Untersuchungen iiber die 
Biosynthese der Carotinoide herangezogen wurde, konnte das Haupt- 
pigment als Myxoxanthophyll identifiziert werden. Dieses Pigment ist 
bisher nur in Blaualgen aufgefunden worden (HrmBron u. LYTHGOE 
1936, TiscHER 1938, Karrer u. RuTSCHMANN 1944) und ist offenbar ein 
fiir die Gruppe der Cyanophyceae typisches Pigment (GooDWIN 1957). 
Der Strukturaufklirung stand bisher der Mangel an Ausgangsmaterial 
im Wege. 

Im folgenden sollen die Pigmentzusammensetzung von Mycobacterium 
phlei und die Eigenschaften des Hauptcarotinoids Myxoxanthophyll 
(phlei) sowie einfache Methoden zur Gewinnung des Pigmentes 
beschrieben werden. 

Methoden 

1. Organismus und Kultur. Mycobacterium phlei* wurde in einem Medium kulti- 
viert, das 5g Pepton, 20g Glucose, 5 g Glycerin, 2,5 g Na-citrat, 4g Na,HPO,, 
3g KH,PO, und 1 g MgSO, - 7H,0 pro Liter enthielt (modifiziert nach GOODWIN u. 
JamiKorn 1956). Stammkulturen wurden auf demselben, durch 2% Agar verfestig- 
ten Medium gehalten. Zur Gewinnung gréBerer Mengen wurden die Bakterien in 
3 L-Erlenmeyerkolben (mit 1 L Medium) bei 30° C auf einem Rundschiittler inku- 
biert. Pro 1 L Nahrlésung wurden nach 48 Std 10 g Bakterien (NaBgewicht) geerntet. 
Diphenylamin wurde in konzentrierter alkoholischer Losung vor dem Sterilisieren 
im Autoklaven zugesetzt. 

2. Extraktion und Trennung in epi- und hypophasische Pigmente: Jur Extraktion 
wurden im Laufe der Untersuchung verschiedene Verfahren angewandt: a) Die 
iibliche Methode zur Extraktion von Mycobakterien unter Reiben der nassen oder 
gefriergetrockneten Bakterien mit zwei Gewichtsteilen Glaspulver und verschiede- 
nen Losungsmitteln im Handmorser; dieses Verfahren ist an einen betracht- 
lichen Losungsmittelverbrauch gebunden. So penotigten wir pro 1g Bakterien 
(Tr. Gew.) 250 ml Methanol, 250 ml Petrolather und 50 ml Chloroform. b) Beim An- 
reiben der nassen oder trockenen Zellen mit alkalischem Methanol oder Pyridin ist 
der Losungsmittelverbrauch geringer, aber gemeinsam mit den Pigmenten gehen 
Schleimstoffe in Lésung, deren Entfernung im weiteren Trennungsgang Schwierig- 


et 


* Herrn Professor Dr. Dr. h. c. A. Ripe zum 70. Geburtstag. 
1 Der Stamm wurde von den Baltimore Biological Laboratories bezogen. 
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keiten bereitet. c) Als einfachstes und zur quantitativen Erfassung der Carotinoide 
am besten geeignetes Verfahren erwies sich schlieBlich eine Extraktion der nassen 
Zellen mit Methanol, Tetrahydrofuran und Petrolather: 10 g nasse Bakterien werden 
im Zentrifugenglas in 50 ml Methanol suspendiert und abzentrifugiert und nach- 
einander mit 30 ml Methanol, 3 x 30 ml Tetrahydrofuran, 30 ml Methanol und 
2 x 30 ml Petrolather gewaschen. 

In allen Fallen wurden die vereinigten Extrakte bei 40° C im Vakuum der Wasser- 
strahlpumpe auf etwa 50 ml eingeengt und zur Verseifung nach Zusatz von 50 ml 
10°%iger KOH in Methanol 2 Std bei 40° C geschiittelt. Nach erneutem Einengen auf 
50 ml wurden 50 ml Petrolather zugefiigt. Dieser tiefrot gefarbte Extrakt wurde im 
Scheidetrichter sechsmal mit Wasser gewaschen (zur Verhinderung der Emul- 
gierung bei den ersten Waschungen unter Zusatz von 1% NaCl). Die Petrolather- 
phase enthielt eine Pigmentkomponente in Form amorpher Teilchen, die sich beim 
Auswaschen des Methanols vergréberten. Beim anschlieBenden Ausschiitteln der 
Petrolatherphase mit 90% igem waBrigem Methanol ging ein Teil der Pigmente in 
die methanolische Phase iiber, wahrend die Teilchenfraktion in der Petrolather- 
phase zuriickblieb. Die vereinigten und auf 50 ml eingeengten Methanolextrakte 
wurden.mit Chloroform aufgenommen und nach Waschen mit Wasser tiber wasser- 
freiem Na,SO, getrocknet (Hypophase). Die Petrolaitherfraktion (Epiphase) 
wurde nach Entfernen des Methanols durch Waschen mit Wasser durch eine Saule 
(12 x 80mm) von wasserfreiem Na,SO, filtriert, wobei die Pigmentteilchen ad- 
sorbiert wurden; vom Natriumsulfat lassen sie sich mittels Pyridin oder Tetrahydro- 
furan leicht eluieren. 

3. Chromatographische Trennung: a) Die epiphasischen Pigmente wurden aus 
Petrolather an Mischungen von aktivem und deaktiviertem Aluminiumoxyd Merck 
(Goopwin 1952, GoopWIN u. JAMIKORN 1956) adsorbiert und mit Petrolather- 
Ather-Aceton-Gemischen eluiert. Zur weiteren Auftrennung machte sich in einigen 
Fallen die Chromatographie an MgO-Supercel (1 : 1) notwendig. b) Die Hypophase 
wurde aus Chloroform an gefalltes CaCO, adsorbiert; die Zonen wurden nach Aus- 
stoBen und Zerlegen der Saule mit Methanol extrahiert. 

Alle Manipulationen wurden bei gediimpftem Licht und rasch nacheinander aus- 
gefiihrt. In polaren Lésungsmitteln sind die Pigmente auBerst labil; lediglich in 
Petrolather im Dunkeln erleiden sie keine nennenswerte Veranderung. 

Die Absorptionskurven wurden mit einem Beckman-DU-Spektrophotometer auf- 
genommen, dessen Wellenlingenskala wir mit Hilfe einer Hg-Dampf-Lampe nach- 
geeicht hatten. 


Beschreibung und Identifizierung der Pigmente 

Wie Vorversuche ergeben hatten, ist die Pigmentzusammensetzung 
von Mycobacterium phlei von der Kultur abhingig. Auf Agar gezogene 
Zellen erscheinen tief dunkelrot, bei forcierter Beliiftung oder in Schiittel- 
kultur gewachsene Zellen zinnoberrot. Den stirksten Einflu8 auf die 
Pigmentbildung hat Diphenylamin (DPA), dessen die Pigmentsynthese 
bei Bakterien hemmende Wirkung von Kuarascu u. Mitarb. (1936) 
entdeckt und von Turran (1950) auf einen Stamm von Mycobac- 
terium phlei angewandt wurde. In einer 5,9 - 10-5 M DPA/L enthaltenden 
Nahrlésung gedeihen die Zellen nach reichlicher Beimpfung (1:10) ohne 
nennenswerte Beeinflussung des Wachstums, sind jedoch weniger inten- 
siv gefirbt. Da die Pigmentausstattung dieser Zellen qualitativ derjeni- 
gen der ohne DPA-Zusatz gezogenen Zellen entspricht, der Gehalt an 
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Carotinoiden aber auf Kosten der Oxycarotinoide erhéht ist, wurde die 
Charakterisierung der Pigmente an den in Gegenwart von DPA gewach- 
senen Zellen vorgenommen. 


I. Epiphasische Carotinoide 

Der gelborangefarbene Petrolatherextrakt (entsprechend 10 g NaB- 
gewicht) wurde auf 20 ml eingeengt und auf eine Saule (12 x 150 mm) 
einer Mischung von aktivem und deaktiviertem Aluminiumoxyd (1 : 1), 
die mit wasserfreiem Na,SO, 15mm hoch bedeckt war, gegossen. Das Eluat 
der Entwicklung mit Petrolather ist farblos; aus der tiefrot gefarbten 
oberen Zone der Saule trennt sich lediglich eine fluoreszierende Zone, 
Phytofluen, ab. Durch Zusatz steigender Mengen von Athylather zum 
Petrolather setzten sich die einzelnen Zonen voneinander ab; die Caroti- 
noide wurden mit dem AusflieBenden aufgefangen. Nach Abdunsten des 
Petrolather-Ather-Gemisches im N,-Strom wurden die einzelnen Frak- 
tionen an MgO-Supercel (1 : 1) rechromatographiert und an Hand der 
relativen Stellung der Bande an der Saule und des Absorptionsspektrums 
sowie einfacher Nachweisverfahren identifiziert (Tab. 1). 


Tabelle 1. Trennung der epiphasischen Carotinoide von Mycobacterium phlev (in 
Gegenwart von 5,9 + 10-°m DPA gewachsen ) 
Adsorptionsmittel: aktives und deaktiviertes Aluminiumoxyd (1 : 1), entwickelt mit 
Petrolather mit steigenden Mengen Athylather 


Zone Farbung a Liner oe eek aen identifiziert als 
Et farblos | 275, 285, 297 o—1 Phytoen 
E2 griine Fluoresz.'| 331, 348, 366 1—3 Phytofluen 
E3 _ gelb 423, 452, 480 3—5 B-Carotin 
H4 gelb 378, 399, 421 4—10 €-Carotin 
E5 orange 433, 458, 488 15 y-Carotin 
E6 gelb 415, 437, 467 20—40 Neurosporin 
E7 violettorange 445, 469, 500 > 40 Lycopin 


Phytoen lieB sich an Hand des typischen Absorptionsspektrums identi- 
fizieren. Phytofluen gab sich durch die gelbgrime Fluoreszenz im UV- 
Licht und sein Absorptionsspektrum zu erkennen. Zur effektiven Tren- 
nung von B-Carotin und c-Carotin war eine dritte Trennung an 
Ca(OH), notwendig. y -Carotin wurde an seinem Absorptionsspektrum 
erkannt. Das Spektrum der nachsten Zone ist identisch mit dem, das 
Haxo (1949) fir ein aus Newrospora crassa isoliertes Carotinoid angibt, 
welches oberhalb y-Carotin und unterhalb Lycopin adsorbiert wird, und 
welches er Neurosporin nannte. Zwei Gipfel der Absorptionskurve 
haben nahezu die gleiche Hohe. Unser Pigment scheint nicht mit dem von 
Goopwin u. JamrKorN (1956) aufgefundenen khakifarbenen Pigment 
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identisch zu sein, das die Autoren auch als Neurosporin ansprachen. Fir 
die Identitit mit Haxo’s Neurosporin spricht weiterhin das epiphasische 
Verhalten gegeniiber 90%- und 95°%Jigem waBrigem Methanol und 
die blaue Farbreaktion mit konzentrierter H,SO,. Der Adsorptionsstarke, 
der Gestalt der Absorptionskurve und den Extinktionsmaxima ent- 
sprechend, die einer aus Tomatenpaste nach WILLSTATTER und EscHER 
(1910) praparierten Standardsubstanz glichen, und Farbreaktionen 
handelt es sich bei dem Pigment der nachsten orange-violetten Zone um 
Lycopin; eine teilweise Umwandlung zu Neolycopin ist nicht aus- 
geschlossen. 


II. Die Teilchenfraktion: Myxoxanthophyll (phlei) 

Das Oxycarotinoid ist in Petrolither sehr wenig léslich und 1aBt sich 
daher leicht durch Adsorption an wasserfreies Natriumsulfat abtrennen. 
Von diesem lat sich das Pigment mittels verschiedener Lésungsmittel 
(Methanol, Chloroform, Tetrahydrofuran, Pyridin) desorbieren, von 
denen Tetrahydrofuran die fiir die weitere Verarbeitung giinstigsten 
Eigenschaften aufweist. Das Pigment wurde in wenig heiBem Tetrahydro- 
furan aufgenommen; durch Zusatz von wenig (0,2 Vol. Teile) Athylather 
und 1 Vol. Teil Petrolither wird das Pigment in feinen Teilchen aus- 
gefallt, die abzentrifugiert, mit Ather und Petrolither gewaschen, erneut 
in Tetrahydrofuran gelést und mit wenig Ather und Petrolather in der 
Kalte ausgefallt wurden. Das mit Petrolather gewaschene Pigment wurde 
in verschiedenen Lésungsmitteln bei Zimmertemperatur (23°C) gelést 
und Absorptionsmaxima und Extinktionen der gesittigten Lésungen bei 
der Wellenlange der maximalen Extinktion bestimmt (Abb. 1 und Tab. 2). 

Das Pigment ist unléslich (bzw. weniger léslich als in Ather) in Petrol- 
ather, Benzol und Schwefelkohlenstoff; es ist maBig léslich in Methanol, 
Athanol, Aceton und Chloroform, gut léslich in Tetrahydrofuran, Diathyl- 
formamid und Pyridin. Es zeichnet sich durch eine auBerordentlich hohe 
Adsorptionskraft aus. Von Tetrahydrofuran wird es an Aluminiumoxyd 
mit solcher Starke adsorbiert, daB es sich selbst mit Pyridin-Methanol 
nur teilweise ablésen li ®t. Von Chloroform wird es an der obersten Schicht 
der Ca(OH),- oder CaCO,-Siule festgehalten und wird selbst durch Chloro- 
form-Ather, Ather oder Aceton nicht entwickelt. In Chloroform-Methanol- 
Mischungen wandert es als einheitliche Fraktion. Konzentrierte Schwefel- 
siure gibt mit dem in Chloroform gelésten Pigment eine tiefblaue Farb- 
reaktion. Konzentrierte Salzsiure verursacht keinen Farbwechsel. 

Durch langsame Abkiihlung einer bei Zimmertemperatur halb ge- 
sattigten Losung des Pigmentes auf —20° C schied sich das Pigment in 
feinen Sphariten aus. Diese wurden auf einem Glassinterfilter mit Ather 
gewaschen, kurz trockengesaugt und mit Tetrahydrofuran in Lésung ge- 
bracht. Von 120 mg wurden nach fiinfmaligem Umkristallisieren 13,2 mg 
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reine Substanz gewonnen, an der der Schmelzpunkt und der Extink- 
tionswert (1 em Schichtdicke) fiir eine 1% ige Lésung in Tetrahydrofuran 
bestimmt wurden. Der Schmelzpunkt des tiber Paraffin im Vakuum ge- 
trockneten Pigmentes wurde zu 184—186° C ermittelt. Die Extinktion 


Extinktion 


I50 400 450 500 550 ML 


Abb. 1. Extinktionskurven von Myxoxanthophyll (phlei) in Methanol (J), 
Chloroform (IZ) und Pyridin (IIT) 


Tabelle 2. Absorptionsmaxima und Hatinktionen der mit Myxoxanthophyll (phlei) 
gestittigten Lisungen bei der Wellenlinge der maximalen Absorption 


gesittigt 


Lésungsmittel Absorptionsmaxima (m/) bei 4 (my) 


Methanol (449), 473, 503 5,1 473 
Ather (447), 474, 504 0,24 474 
Aceton (453), 477, 508 8,3 477 
Tetrahydrofuran 456, 482, 514 288 482 
Chloroform (460), 488, 520 10,6 488 
Pyridin 467, 493,5, 527 1550 493,5 


wurde fir die Praparate nach jedem Reinigungsschritt bestimmt und 
nach der dritten bis fiinften Kristallisation fiir konstant befunden. In 


1° 
Tetrahydrofuran betragt H , . = 2030. 


Das Pigment kommt in seinen Higenschaften zwei Oxycarotinoiden 
nahe, die bisher nur in Cyanophyceen aufgefunden wurden: Myxoxantho- 
phyll in Oscillatoria rubescens (HEILBRON u. LYTHGOE 1936) und Apha- 
nizophyll in Aphanizomenon flos-aquae (TISCHER 1938). TISCHER sah die 
beiden Pigmente als nicht identisch an. KARRER und RursouMann (1944) 
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isolierten das Pigment aus Oscillatoria rubescens erneut und kristalli- 
sierten es aus Pyridin und Aceton in roten Nadeln (Sm 182). Nach meinen 
Erfahrungen ist das Pigment sehr instabil und verliert, besonders in 
Kontakt mit Wasser und polaren Lésungsmitteln, rasch seine hohe Ad- 
sorptionskraft. Es nimmt dabei die Eigenschaften des unten beschriebe- 
nen hypophasischen Pigmentes an, das offenbar lediglich ein Abbau- 
produkt unseres Pigmentes darstellt. Es ist daher sehr wahrscheinlich, 
da alle Untersucher das gleiche Pigment in den Handen hatten, das 
jedoch in verschiedenem Grade durch Abbauprodukte verunreinigt war. 


Tabelle 3. Absorptionsmaxima und Schmelzpunkte von Myxoxanthophyll 


ia f Myxoxanthophyll Myxoxanthophyll Aphanizophyll 
Losungsmittel (phlei) (HEILBRON u. LYTHGOE) (TISCHER) 
| | | 
Methanol (449), 473, 503 | 445,471, 5031 | 444,475, 507 
Chloroform (460), 488, 520 | 454, 484.5, 518 | 457, 487,5, 523 
Pyridin 467, 493,5, 527 458, 489, 526 | 462, 494, 531 
Schmelzpunkt 184—186 169—170 (182)? 172—173 


1 in Athanol gemessen. ? nach KarrER u. RuTSCHMANN (1944) 


Da die bisher in der Literatur mitgeteilten und meine eigenen Daten 
(Tab.3) die Identitaét der beschriebenen Pigmente sehr wahrscheinlich 
machen, soll das aus Mycobacterium phlei isolierte Pigment als Myxo- 
xanthophyll (phlei) bezeichnet werden. 


Ill. Hypophasische Pigmente 

Die in Chloroform aufgenommene und getrocknete Hypophasen- 
fraktion wurde an eine CaCO,-Saule adsorbiert und mit Chloroform und 
steigenden Mengen Aceton entwickelt. Es erfolgt eine Auftrennung in 
fiinf Zonen. Die eluierten Pigmente besitzen nahezu die gleichen Absorp- 
tionsmaxima (448—453, 474—475, 503—504 my in Athanol) und unter- 
scheiden sich lediglich durch ihre Adsorptionsstarke. Die Ubereinstim- 
mung der Absorptionsmaxima mit denen des Myxoxanthophylls (phlei) 
und die Tatsache, da auch Myxoxanthophyll nach mehrtagigem Stehen 
die hohe Adsorptionskraft verliert und bei der Chromatographie an CaCO, 
in fiinf Zonen aufgetrennt wird, lassen vermuten, da das Hypophasen- 
pigment eine Mischung von verschiedenen isomeren Abbauprodukten 
von Myxoxanthophyll darstellt. 


Quantitative Zusammensetzung 
Zur Ermittlung des Gehaltes der Zellen an den einzelnen Carotinoiden wurde in 
prinzipiell der gleichen Weise verfahren wie bei der qualitativen Charakterisierung; je- 
doch wurden kleinere und zahlreiche Fraktionen aufgefangen und die Gehalte addiert. 
Die Hypophasenfraktion, die wir als Abbauprodukt von Myxoxanthophyll ansehen, 


ry fr im normalen Extraktionsgang nur 1-3% des letzteren ausmacht, wurde ver- 
worfen. 
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In Tab.4 sind einige quantitative Angaben zusammengestellt. Zunachst 
fallt der hohe Gesamt-Carotinoid-Gehalt von etwa 10 mg pro g Trocken- 
gewicht Bakterien auf, der den von Trentepohlia aurata erreicht. Davon 
entfallen 95°, auf das Oxyearotinoid Myxoxanthophyll, nur 5% des 
Gesamt-Gehaltesliegenin Form der reinen sauerstofffreien Carotinoide vor. 

Von einer die Carotinoidbildung hemmenden Wirkung des Dipheny]1- 
amins kann in diesem Falle nicht gesprochen werden. Bei allen unter- 
suchten Stammen wird der Gesamtgehalt durch DPA heraufgesetzt. Die 


Tabelle 4. Die quantitative Carotinoidzusammensetzung von Mycobacterium phlei nach 
dreitigiger Schiittelkultur bet 30° C ohne und mit 5,9 -10-> m. DPA. Zahlenangaben 
in ug/1 g Trockengewicht 


; | 
Fraktion | : lo | bei 4 | ohne DPA mit DPA 
em (mp) 
ee 
Phytoen 850 285 = 2300 
Phytofluen 1500 348 24 238 
B-Carotin 2500 452 28 101 
€-Carotin 2270 399 18 140 
y-Carotin 2720 | 458 220 830 
Neurosporin | 2990 437 65 210 
Lycopin 3470 469 180 315 
Epiphase, gesamt 535 4134 
Myxoxanthophyll (phlei) 2030 482 9480 6880 
Gesamt-Carotinoide 10015 11014 


Die der Errechnung der Carotinoidmengen zugrundegelegten Daten wurden ent- 
nommen: Phytoen nach RaBOURN u. QUACKENBUSH (1953, 1956) ; Phytofluen nach 
Watace u. Porter (1952), die iibrigen Werte aus GooDWIN (1955). Die Extink- 
tionen der epiphasischen Carotinoide wurden in Petrolather bestimmt, die von 
Myxoxanthophyll (phlei) in Tetrahydrofuran. 


wesentliche Wirkung des DPA besteht in der Férderung der Anreicherung 
der mehr reduzierten Carotinoide, insbesondere der im Ultraviolett ab- 
sorbierenden, auf Kosten des Oxycarotinoids. Falls die Biosynthese im 
Sinne des Porter-Lincoln-Schemas verlauft (PoRTER u. LINCOLN 1950), 
hat man dem DPA nicht eine die Carotinoidsynthese hemmende, sondern 
lediglich eine antioxydative Wirkung zuzuschreiben. 


Diskussion 


Obwohl bereits mehrere Untersuchungen tiber die Pigmentzusammen- 
setzung von Stammen von Mycobacterium phlei vorliegen (INGRAHAM und 
SrEENBOCK 1935, GRUNDMANN U. TAKEDA 1937, TAKEDA U. Outa 1939, 
1940, TuRIAN 1950 a, b, c, 1951, TurraAN u. Haxo 1952, GooDWIN u. 
JAMIKORN 1956) ist bisher kein Stamm bekannt geworden, der ein dem 
Myxoxanthophyll abnliches Oxycarotinoid enthalt. Die Annahme, daB 
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unser aus Bakterien isoliertes Pigment mit dem Blaualgenpigment 
Myxoxanthophyll identisch ist, griindet sich auf die Ubereinstimmung 
der Absorptionsmaxima, des Schmelzpunktes, des Léslichkeitsverhaltens 
und zahlreicher Eigenschaften, die insbesondere von TISCHER (1938) ein- 
gehend dargestellt worden sind. Wenn man auf Grund der bisher vor- 
liegenden Daten die beiden Pigmente Myxoxanthophyll und Aphanizo- 
phyll fiir identisch halt (Goopwry 1957), kann an der Identitat unseres 
Pigmentes mit dem Blaualgenpigment kein Zweifel bestehen. 

Die Auffindung von Myxoxanthophyll in Mycobacterium phlei legt 
Spekulationen iiber die verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen 
Bakterien und Blaualgen nahe. STANTER u. VAN NIEL (1941) stellten die 
Ahnlichkeit beider Gruppen heraus, sich dabei im wesentlichen auf nega- 
tive Merkmale stiitzend (keine wahren Zellkerne, keine geschlechtliche 
Vermehrung, keine Plastiden). Neben anderen biochemischen Ahnlich- 
keiten lieBe sich als weiteres Argument die Tatsache anfiihren, daB weder 
in Bakterien (AssELINEAU 1957) noch in Blaualgen (CARTER, HEILBRON 
u. LyTHGOE 1939, HEILBRON 1942) Steroide aufgefunden wurden. Obwohl 
bisher der Vergleich der Pigmentzusammensetzung beider Gruppen keine 
Anhaltspunkte fiir verwandtschaftliche Beziehungen ergeben hat (PRiNGs- 
HEIM 1949), konnte man dasVorkommen des typischen Blaualgenpigmentes 
Myxoxanthophyll in Mycobakterien als einen ersten Hinweis ansehen. 

Die Folgerungen, zu denen die quantitative Analyse des Carotinoid- 
gehaltes von normalen und in Gegenwart von Diphenylamin gewachsenen 
Zellen fiihren, sollen in anderem Zusammenhang dargestellt werden. 


Zusammenfassung 


In einem carotinoidreichen Stamm von Mycobacterium phlei wurde 
neben den Carotinoiden Phytoen, Phytofluen, ¢-Carotin, Neurosporin, 
Lycopin, «- und £-Carotin ein Oxycarotinoid aufgefunden, das mit dem 
Blaualgenpigment Myxoxanthophyll (= Aphanizophyll) identisch zu 
sein scheint. Der Gehalt an Carotinoiden betraigt 1° des Trocken- 
gewichtes der Bakterien; davon liegen 95% in Form des Oxycarotinoids 
vor. Myxoxanthophyll wurde aus Tetrahydrofuran-Petrolather mehr- 
mals umkristallisiert und charakterisiert. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fiir die Gewahrung eines 
Fortbildungsstipendiums und der Anti-Tuberculosis-League of CuyaHoGa-County 
fiir Forschungsmittel. Die Arbeit wurde wahrend eines Studienaufenthaltes im 


Department of Mikrobiology (Dir. Dr. L. O. Kramprrz), School of Medicine, 
Western Reserve University, Cleveland, Ohio, durchgefiihrt. 
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Action d’ anti-inositols sur Neurospora crassa 
«inositolless» cultivé en milieu hautement purifié* 


Par 
W. H. SCHOPFER et TH. POSTERNAK 


(Hingegangen am 28. Mai 1958) 


L’action d’un facteur de croissance vitaminique peut étre plus aisément 
étudiée si ’on connait son antivitamine, substance de constitution trés 
voisine; cette derniére agit compétitivement avec la vitamine requise 
comme facteur de croissance par un microorganisme et détermine une 
inhibition de son développement. 

On connait les antagonistes de la plupart des vitamines. Nous les 
avons récemment mis en évidence pour le méso-inositol (MI) (I) dont 
certains dérivés ont une forte action inhibitrice sur quelques micro- 
organismes exigeant le MI comme facteur essentiel. Parmi les plus actifs, 
citons Pisomytilitol(Il) (I[My), Poxyde de méthyléne-pentahydroxycylo- 
hexane (OMPH) (IIT) et Poxyde de propylidéne-pentahydroxycyclohexane 
(ScHOPFER et PosTERNAK 1954, PosTERNAK et SCHOPFER 1955). 

Les indices d’inhibition sont les suivants: 


isomytilitol 30,8. — Oxyde de méthyléne-pentahydroxycyclohexane 15,8.— oxyde 
de propylidéne-pentahydroxycyclohexane 3,85, 


(AD) (I) (I) 


CH 
(les atomes d’H fixés au noyau ne sont pas indiqués, mais uniquement les groupes 
OH). 

Le mésoinositol supprime leffet des inhibiteurs. Il s’agit trés pro- 
bablement d’un antagonisme compétitif. 

D’autre part, nous avons montré que l’isomytilitol est incorporé dans 
les phospholipides a inositol de N.crassa «inositolless» constituant ainsi 
des phospholipides mixtes 4 inositol et isomytilitol (PosrERNAK et 
SCHOPFER 1957). 

La premiére démonstration d’une action anti-inositol est généralement 
effectuée & aide de microorganismes. Dans ce cas il est essentiel que les 


* Professor Dr. h. c. A. Ripret zum 70. Geburtstag gewidmet. 
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milieux de cultures utilisés, synthétiques, ne donnent leu a aucune 
critique et soient aussi complétement que possible dépourvus d’impuretés. 

Des expériences effectuées avec des plantes supérieures ont rendu 
vraisemblable l’intervention d’éléments traces lors de laction des 
anti-inositols. Il est done important de vérifier si ces éléments jouent 
également un rédle dans nos expériences sur N.crassa. Les impuretés 
peuvent étre apportées par l’eau distillée ordinaire, par le glucose, 
Vinositol lui-méme qui est une substance naturelle, par les anti-inositols 
et par d’autres constituants du milieu. 

D’autre part les effets d’anti-vitamines doivent étre étudiés 4 Vaide 
de vitamines synthétiques ce qui, & notre connaissance, n’a jamais été le 
cas pour le mésoinositol. 


Les expériences entreprises ont pour but de combler ces lacunes. 


Composition du milieu (p. litre): glucose pur privé de vitamines, Roche 15 g, 
tartrate de NH, pro. anal. Judex 5 g, nitrate de NH, pro. anal. Merck 1 g, KH,PO, 
pro. anal. Merck 2,5 g, MgSO,- 7 H,O idem 0,5 g, NaCl idem 0,5 g, CaCl, - 6 H,O 
idem 0,1 g, FeCl,-6 H,O puris. pro anal. Siegfried 0,005 g, ZnSO,-7 H,O pro anal, 
Merck 0,002 g, Biotine 2 y. 

Traitement du milieu. Les solutions 4 purifier sont agitées longuement, a 
plusieurs reprises, avec de la dithizone (10 mg-°/,) puis avec de la 8-oxyquinoline 
(20 mg-°/,) en solution chloroformique. Les solutions sont lavées ensuite plusieurs 
fois avec du chloroforme (Merck). Elles sont enfin soumises a la distillation afin 
d’éliminer les derniéres traces de chloroforme. Il est important que ce traitement 
soit fait & fond afin de faire disparaitre les derniéres traces de complexants et de solvant. 

Sont soumises au traitement: l’eau distillée livrée par un échangeur ions, les 
solutions de glucose, de tartrate de NH,, d’inositol naturel ou synthétique, d’ IMy 
et @OMPH. 

Le tartrate et ’IMy sont stérilisés & chaud isolément, VOMPH 4 froid par 
filtration. , 

Les expériences sont effectuées dans des Erlenmeyers Pyrex avec 10 cm? de 
milieu, & une température constante de 29° et A Vobscurité. Les thalles sont, aprés 
dessication, pesés 4 la balance analytique. 

Organisme utilisé. Neurospora crassa «inositollessy mutant no. 64,001 (BEADLE 
et Tatum 1945). Toutes les expériences se font a triple. 


Pour les expériences d’inhibition chaque culture recoit 20y de MI p. 
10 cm? puis des doses croissantes d’inhibiteur (antivitamine) dans toute 
la série. Pour les expériences de désinhibition chaque culture contient 
20 y de MI (inositol de base) et une dose constante d’antivitamine déter- 
minant une inhibition marquée mais pas compléte; la série recoit en plus 
des doses croissantes de MI. 

Les expériences se font avec du MI naturel ou synthétique non traité 
(n. tr.) ou traité (tr.) par les complexants. Les inhibiteurs sont traités. 

Nous déterminons graphiquement les taux @Vinhibition et les taux 
de désinhibition c.a.d. les doses d’antivitamine déterminant une 


1 L’inositol synthétique est celui préparé par Pun de nous (PosTERNAK; POSTER- 
NAK, SCHOPFER et HucuENrN 1957 ). 
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Tableau 1. [somytilitol 
Inhibition 


isomytilitol 


1 mg 5 mg | 7,5 mg 


| 0,5 mg | | 
Sty Pca al he : 
MI nat. n. tr. 18,3 mg (100) | 53,2% | 27.3% | 20,2% | 16,5 % 
MI nat. tr. 15,7 mg (100) | 63,7% | 381% | 21.2% | 10.5% 
MI synth. n. tr. 17,7 mg (100) | 53,1% | 26,6.% | 152% | 9,2% 
MI synth. tr. 17,7 mg (100) 55,0% | 274% | 15,2% | 10,0% 
Désinhibition 


inositol traité 


0 | 10 y 25 y 50 y 
Min ate nt. 20 mg (100) | 298% | 47,5% | 66,5% | 70,0% 
MI nat: tr. . .| 204mg (100) | 324% | 49,0% | 685% | 72,0% 
MI synth. n. tr. 19,3 mg (100) | 33.4% | 48,0% | 70,0 %o | 76,0 % 
MI synth. tr, 19,0 mg (100) | 34 % 495% | 69.0% | 76,0% 


Tableau 2. Oxyde de méthyléne-pentahydroxycyclohexane 
Inhibition 


oxyde de méthyléne-pentahydroxycyclohexane 


0 | 0,1 mg | 0,5 mg 1,0 mg 
MI nat. n. tr. 21,5 mg (100) | 564% | 124% | 108% 
MI nat. tr. : 16,6 mg (100) | 64,7 % | 16.4% . | 140% 
MI synth. n. tr. 15,2 mg (100) BCOSG e127, So 8,0% 
MI synth. tr. 15,5 mg (100) 56,3: Soe lie 115,090 1h 14.8.8 
Désinhibition 
inositol traité 
PS night | Gero piel in meme | soy |» 100% 
MI nat. n. tr. 30,0 mg (100) | 423% | 60°% | 64,5% | 66,0% 
MI nat. tr. ‘ 30,7 mg (100) | 42,3 % | 545% 61,0;% | 64,0 % 
MI synth. n. tr. 30,0 mg (100) | 41,0% | 57,7% 65,0 % 67,5% 
MI synth. tr. 30,0 mg (100) | 41,0% | 56,7% | 63,5% | 66,7 % 


inhibition ou une désinhibition de 50%, par rapport au contréle ne 
contenant que 20yde MI. Nouscalculonsensuiteles indices d’inhibition 
ou de désinhibition, soit les rapports antivitamine: vitamine lorsque 
les cultures sont inhibées ou désinhibées de 50° parrapport au controle. 

Ces chiffres, obtenus avec le mutant 64,001 sont du méme ordre de 
grandeur que ceux que nous avons obtenus avec le mutant usuel 9683. 
Ils en different pourtant un peu. Il est d’ailleurs difficile, avee ces 


— 
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mutants, d’obtenir dans des expériences successives, des chiffres iden- 
tiques. Nous relevons & nouveau que. dans les conditions de nos expé- 
riences, les indices pour l’isomytilitol, inhibition et désinhibition, sont 
trés voisins. Ils le sont moins pour POMPH. 

On reléve un fait intéressant: pour ?IMy comme pour lOMPH les 
indices d’inhibition sont nettement plus élevés avec l’inositol naturel 


traité, qu’avec le non traité. Il semble donc que le traitement par les 


Tableau 3. Taux et indices dinhibition et de désinhibition 


Inhibition | désinhibition 
taux indice | taux indice 7 
Tsomytilitol 
WVilsrrataeetrs i. fe eter. 550 y 27 28,25 y 5 
Minat’ teers Bieter < 750 y 37,5 26,25 | 32,0) 
Misynth.n.tr.... . 675 y 28,7 27,00 y 32,0 
MI synth. tr. . : 600 y 30,0 25,00 y | Bk 
Oxyde de méthyléne-pentahydroxycyclohexane 
INIT Ate Tin Chiu thecut <fl 160 y 8 16,5 y Hoya) 
AY Meerventice less cideigs Neuryeu rank © 220 11 18,75y | 12,9 
MI synth.n.tr....- - 177,5 y 8,9 18,0 y 1352 
VEE yates Gi sie «os hers 170 y 9,5 17,99 y 13,2 


agents complexants enléve a Vinositol nat. une substance augmentant 
Vactivité des deux anti-inositols. Ce phénoméne nese remarque paslors de la 
désinhibition, celle-ci s’effectuant dans les deux cas avec de l’inositol traité. 


Conelusions 


L’effet anti-inositol de Visomytilitol et de oxyde de méthyléne- 
pentahydroxycyclohexane sur Neurospora crassa «inositolless» est done 
confirmé dans des conditions culturales donnant toutes garanties. Les 
légéres différences observées ne nous imposent pas de modifier nos 
précédentes conclusions. Les résultats obtenus avec de Jinositol 
synthétique concordent avec ceux que nous a fournis l’inositol naturel. 

Ces recherches ont été effectuées avec laide du Fonds National Suisse pour la 


Recherche scientifique, que nous remercions. Nous sommes reconnaissants au Dr. 
Tarum de l’envoi de la souche utilisée et a Mademoiselle R. ARMBRUSTER de sa 


collaboration dans l’exécution des expériences. 
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Der Einflu8B 
von Mg-Mangel auf die Fett- und EiweiSbildung 
von Endomycopsis vernalis* 


Von 
MAXIMILIAN STEINER, HORST KATING und URSULA JENDRALSKI* 


(Hingegangen am 11. 4. 1958) 


In einer Reihe friitherer Arbeiten (M. Sterner 1938, 8S. HErpE 1939, 
H. Raar 1941, M. Maas-Forster 1955) wurde der EinfluB von N-, S-, 
P- und K-Mangel auf die Fett- und EiweiBbildung von Endomycopsis 
vernalis untersucht. Uber die Ergebnisse dieser Arbeiten gab vor kurzem 
M. Sterner (1957, insbesondere S. 239f.) eine zusammenfassende Dar- 
stellung. An der gleichen Stelle wurde auch iiber die einschlagigen 
Arbeiten anderer Untersucher berichtet, die zum Teil mit anderen 
Mikroorganismen durchgefiihrt wurden. 

Bei Mg-Mangelkulturen von Hndomycopsis konnten wir in der Regel 
eine deutliche Hemmung der Fettbildung feststellen. Die Ergebnisse 
einer solchen Versuchsreihe wurden bereits von M. STEINER (1957) mit- 
geteilt, es wurden aber gelegentlich, bei abgeainderten Versuchsbedin- 
gungen, auch weniger klare, zuweilen sogar widersprechende Resultate 
gefunden. Es schien also wiinschenswert, in weiteren Versuchen die Wir- 
kung von Mg-Mangel eingehender zu studieren und dabei nicht nur die 
Fett-, sondern auch die EiweiSbildung analytisch zu erfassen und die 
Substanzbildung im zeitlichen Ablauf der Kultur zu beriicksichtigen. 

Die Angaben der Literatur tiber den Kinflu8 der Mg-Versorgung auf die Substanz- 
bildung, insbesondere die Fettproduktion bei Mikroorganismen, sind sparlich und 
widerspruchsvoll. L. D. MacLrop und I. SMEepLEy-MacL4an (1938) fanden, daB 
die Fettbildung ruhender Hefezellen aus Acetat oder Glukose durch Mg++ und Cat+ 
vermindert wird. Demgegeniiber konnte A. KiErnzeLier (1944) keinen EinfluB 
von Mg-Ionen auf die Fettsynthese aus Zucker durch ruhende Jorulopsis lipofera- 
Zellen feststellen. L. B. Lockwoop, G. E. Warp, O. F. May, H. T. Herrick und 
H. 'T. O’Neiiu (1934) untersuchten die Fettbildung des Penicillium javanicum auf 
Nahrlésungen, deren Gehalt an MgSO, zwischen 0,125 und 16°/, variiert wurde. 
Die Schwankungen des prozentualen Fettgehaltes waren ziemlich regellos. Nur 
extrem hohe Mg-Gaben (8—16°/, MgSO,) fiihrten zu einer starken Minderung des 
Fettgehaltes der Mycelien. J. M. Garrtpo, M. Woopsrne und TH. WALKER (1953) 
fanden bei ihren Versuchen mit Kulturen von Aspergillus nidulans wiederum eine 


* Herrn Professor Dr. Dr. h. c. A. Rreren zum 70. Geburtstag. 
* Unter Verwendung einiger unverdffentlichter Ergebnisse von M. Maas- 
FOrsTER. 
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Steigerung der Fettproduktion bei zunehmender MgSO,-Gabe. Den Hinflu8 stei- 
gender Mg++-Konzentration auf den Zuckerverbrauch und die Sterinbildung von 
Aspergillus niger untersuchte P. MANCEAU (1931). Zur Mg-haltigen Raulin-Loésung 
wurden zusiatzliche Mg-Gaben (0,0—0,3 g MgCl, anhydr./100 ml) zugefiigt. Ein 
nennenswerter Effekt wurde nicht beobachtet. Mit dem gleichen Organismus expe- 
rimentierte R. RAvEUXx (1954). Bei variierter Mg-Gabe wurde die Produktion an 
Gesamttrockensubstanz, an Eiweifstoffen, Nucleinsauren, acetonléslichen Lipoi- 
den, Phosphatiden und Kohlenhydraten (einschlieBlich Polyolen) bestimmt. So- 
weit die Ergebnisse zu unseren Untersuchungen in Beziehung stehen, wird weiter 
unten (8. 253) darauf einzugehen sein. 


I. Material und Methodik 


Als Versuchsorganismus diente der auch in den friiheren Arbeiten unseres Labo- 
ratoriums verwendete Stamm von Endomycopsis vernalis. 

Die Kulturen wurden nach der von S. Herpn (1939) und M. Maas-FOrsTEeR 
(1955) beschriebenen Methode angesetzt. Die Nahrlésung nach WOuLTJE wurde dem 
Versuchsziel entsprechend abgeandert: 

statt 1°/, Asparagin auch 0,25°/, Asparagin (,,1/, N‘‘ baw. ../, N“), 

statt 1/, Mg (0,25°/) MgSO, - 7 H,0): 1/, Mg, 4/25 Mg - - - */500 Mg. 

Die entsprechenden Absolutmengen an Me*++ sind 

1/, Mg = 3700 y je Kultur (15 ml) bzw. 247 y je ml; 7/; Mg = 4T0y baw. 49 y; 
1/,, Mg = 148 y baw. 9,8 7; 1/495 Mg = 29,6 y bzw. 2,073 */s00 Mg = 7,4 baw. 0,5 y. 

In allen Fallen, auBer bei 3/, Mg, wurde der Sulfatgehalt durch aequivalente 
Mengen von Na,SO,- 10 H,O zur Norm erginzt. Alle Kulturen hatten also die 
gleiche Gesamtionenkonzentration und die gleiche SO,-~-Gabe. 

Der Fettgehalt wurde (nach S. Herpe 1939) durch Atherextraktion des mit 
Kieselgur feinst zerriebenen Trockenpilzes, der Gesamt N-Gehalt nach KyELDAHL 
bestimmt. Der ,,Proteingehalt“ errechnete sich als ,,Gesamt-N* - 6,25. 

Die Analysenangaben sind, wenn nicht anders vermerkt, Mittelwerte von 
3 Parallelkulturen. 


IL. Die Wirkung von Mg-Mangel bei geringer N-Gabe 

Die in der Finleitung erwahnte Hemmwirkung von Mg-Mangel auf 
die Fettbildung von Endomycopsis vernalis sei zunaichst durch eine Ver- 
suchsreihe belegt, bei welcher durch leichten N-Mangel Bedingungen 
geschaffen wurden, die nach fritheren Erfahrungen (S. HEME 1939, 
S. RaaF 1941) fiir eine gute Fettbildung giinstig sind’. 

Die Analysendaten stimmten fir Trockengewicht, absoluten und 
prozentualen Fettgehalt bei den ersten drei Gliedern der Reihe — 1/1, 
1/5, 1/25 Mg — innerhalb der iiblichen individuellen Schwankungsbreite 
iiberein (Tab. 1). Die Woltje-Lésung normaler Zusammensetzung ent- 
halt also ein Uberangebot an Mg, welches ohne sichtbare Folgen fiir den 
Verwendungsstoffwechsel von Endomycopsis auf 1/25 der Normalmenge 
yermindert werden kann. Erst bei 1 /125 Mg macht sich am 4. Versuchs- 
tag eine Mangelwirkung geltend: Das Trockengewicht ist deutlich, der 
Fettgehalt (mg und Srv er Lie.) schwach verringert. Diese Unterschiede 
wiiren noch deutlicher, wenn die erste der Kulturen, die mit ihren 

1 Die Ergebnisse einer anderen Versuchsreihe ahnlicher Art wurden von M. Sver- 
NER (1957) mitgeteilt. 


246 M. Srerver, H. Karine und UrsvuLa JENDRALSEI: 


Analysenwerten nach oben aus der Reihe fallt, bei der Mittelbildung 
unberiicksichtigt bliebe?. Am 8. Versuchstag hat sich das Trocken- 
gewicht der 1/125 Mg-Reihe den iibrigen Reihen angeglichen; der Fett- 
gehalt ist weiter angestiegen; er erreicht nunmehr die Werte der Kul- 
turen mit 1/1—1/25 Mg. Um bessere Hinsichten in die Auswirkungen 
von Mg-Mangel zu erhalten, mu8 offensichtlich noch mit geringeren 
Mg-Gaben als 1/125 experimentiert werden. 


Tabelle 1. Lndomycopsis vernalis. 
Kulturauf Woltje-Lésung mit 0,25°/, Asparagin unda) 1/1, b) 1,5, c) 1/25, d) 1/125 Mg. 
Ernte und Aufarbeitung nach 4 und 8 Tagen. Je 3 Parallelkulturen 


Mg-Gabe b) 1/5 Mg c) 1/25 Mg d) 1/125 Mg 


Ernte nach Tagen 4 8 


Trockengewicht mg 307,1| — | 319,9 | 328,9 | 326,5 | 320,9 | 287,1 | 316,6 
322,1 | 330,0 | 322,9 | 310,1 | 320,6 | 331,9 | 212,0 | 320,9 
314,4 | 327,5 | 314,3 | 326,5 | 325,8 | 322,7 | 208,8 | 306,2 


Mittel | 314,5 321,8 | 324.3 | 325,1 | 235,9 | 314,5 


Fett mee pe 135,5 | 156,1 | 146,3 | 137,8 | 145,4 
157,8 136,0 | 154,5 | 149,6| 89,5 | 146,2 

140,2 138,1 | 156,1| 141.4] 90,9 | 141,4 

Mittel | 149,0 136,5 | 155,5 | 145,7 | 105,7 | 144,3 

Fett ov. Trg. | — 41,2| 48,3| 45,6] 47,6| 46,0 
49,0 44,0| 48,4| 45,1] 42,2| 45,5 

53,3 42,5| 49,4| 43,8) 43,3| 46,2 


Mittel 47,3 42,5) 48,7 | 44,8] 44,3| 45,9 


Die Ergebnisse eines solchen Versuches, der auBerdem noch die Sub- 
stanzbildung im zeitlichen Verlauf verfolgt, sind in Tab.2 dargestellt. 
Die Ergebnisse bestatigen zunichst die in Tab.1 mitgeteilten Befunde. 
Wiederum lassen die Reihen mit 1/1, 1/5 und 1/25 Mg wahrend der 
ganzen Versuchsdauer keine wesentlichen Unterschiede erkennen; merk- 
liche Mg-Mangelwirkungen treten erst bei 1/125 und 1/500 Mg auf. Hier 
sind sowohl die Assimilation des Stickstoffs als auch die Fettbildung 
zundchst stark gehemmt. Die Synthese N-haltiger Bausteine zeigt nur 
eine anfangliche Hemmung. Und selbst diese Feststellung gilt nur fiir 
die Absolutmengen desin die Zellen eingebauten N und nur wiihrend der drei 
ersten Tage des Versuches; in bezug auf den prozentualen N-Gehalt sind die 


* Es ist bemerkenswert, daB bei den Versuchsreihen mit extremem Mg-Mangel 
immer wieder einzelne Kulturen Analysenwerte fiir Trockensubstanz, Fettgehalt 
usw. lieferten, die deutlich nach oben ,,aus der Reihe“ fielen. Das ist nicht iiber- 
raschend, wenn man bedenkt, wie klein die absoluten, je Kultur zugefiigten Mg- 
Mengen sind: z. B. 2,0 /ml bei 1/1); Mg, 0,5 y/ml bei 4/59) Mg. Unkontrollierbare 
Spuren von Mg, die durch das Filterpapier, den Quarzsand oder aus dem Glas der 
Petrischale ins Substrat gelangen, miissen natiirlich stark ins Gewicht fallen. 
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Tabelle 3. Endomycopsis vernalis 
Verhaltniszahlen fiir EiweiB, Fett und Kohlenhydrate (KH) bei Kultur mit verschiedenen Mg-Gaben, entsprechend Tab. 2 


Alter der Kultur 


M. Srerner, H. Katrne und UrsvuLa JENDRALSEI: 


ee] 
Hf Oc 
MIA 
gi[si[ wo 
~~ i ek flee 
Wa) e116 ~~ Oo 
S| sae], eee 
a | Si] a aH 
8 Ave ie 66. ae 
<3) 
leo 
IO AD 
so] HON 
A\)elrmon 
ol, .f ON DO 
Slala an 
Dil ee, ee) es 
i] 
Elis ao 
Pe ee 
ites | Meee 
SSaSEL SD: 
Nlhtic @o Oo 
ee es 
DH')SInan xa 
Dl oe we oo 
Slauu xa 
<3) 
Tlaoom x 
MM] 62 2 
= 
N\lea|_a ow» 
Che festol [ees Gerke 
SUA -Opce 
of) Sen. em tee 
& 
Tlionan 
el a 
SLA AN 
oo i ee (Ne ane 
snd 
Nraiao x 
eS Hie eee otek 
Salo o © 
jt eee Ces 
re) 
o 
a wo S 
& as 
— 4 2 
A See tae 
w 5 ne 
— 


N-Mangel-Kulturen (1/125 und 1/500 Mg) so- 
gar bis zur 108. Std den ,,Kontrollen“ (1/1 bis 
1/25) iiberlegen. Die Fettsynthese hingegen 
ist in den extremen Mg-Mangelreihen sehr 
stark verlangsamt. In ihrem absoluten Fett- 
gehalt bleiben sie bis zum Versuchsende hinter 
den Kontrollen zuriick; im prozentualen Fett- 
gehalt holen sie allmahlich auf. Dies wird be- 
sonders deutlich, wenn man das Mengenver- 
haltnis EKiweiB : Fett : Kohlenhydrate fiir die 
einzelnen Phasen des Versuches berechnet, 
wobei die jeweils vorhandene Eiweifimenge 
(Gesamt-N - 6,25) als Einheit genommen wird. 
Die Kohlenhydratfraktion wird dabei nach 
dem Vorbild mehrerer friiherer Autoren (z. B. 
K. BERNHAUER, A. NIETHAMMER u. J. RAUCH 
1948, H. A. SporHR und H. W. Mitner 1949) 
in grober Vereinfachung als Differenz Trocken- 
substanz — (Eiweif + Fett) berechnet. Die 
auf solche Weise ermittelten Verhaltniszahlen 
bringt Tab.3. Es ergibt sich klar, daB in den 
Mg-Mangelkulturen die Fettbildung lange Zeit 
gegentiber der EiweiSbildung ,,benachteiligt** 
bleibt, wenn man den Vergleich zu den reichlich 
mit Mg versorgten Kontrollen zieht. Erst nach 
162 Std haben sich die EiweiB/Fett-Verhaltnis- 
zahlen ausgeglichen. Der Quotient EiweiB/ KH 
ist bei Mg-Mangel selbst beim Versuchsab- 
schluf noch deutlich gréBer als bei der Kon- 
trolle. 

Unter den bisher betrachteten Kulturbedin- 
gungen laBt sich also feststellen, dab Mg-Mangel 
die Hiweipbildung nur schwach und kurzfristig, 
die Fett- (und Kohlenhydrat-)bildung hingegen 
stark und nachhaltig hemmt. Die Mg-Mangel- 
zellen holen die Kontrollen in ihrem Fettgehalt 
erst ein, nachdem die EiweiBbildung (nach 
Erschépfung der gebotenen N-Quelle) zum 
Abschlu8B gekommen ist. Weitere Aufschliisse 
tiber die Abhangigkeit der Fett- und — ins- 
besondere — Eiweifbildung von der Mg-Er- 
nahrung durften von Versuchen mit reichlicher 
N-Gabe erwartet werden. 
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Ill. Die Wirkung von Mg-Mangel bei hoher N-Gabe 

Die Ergebnisse einer Versuchsreihe, in welcher der Einflu8 von Mg- 
Mangel bei guter N-Versorgung untersucht wurde, sind in Tab.4 wieder- 
gegeben. Nach den friiheren Erfahrungen konnte auf die Zwischen- 
stufen der Mg-Gaben (1/5, 1/25 und 1/125 Mg) verzichtet werden. Es 
schien zu geniigen, je eine Kulturreihe mit reichlicher Mg-Gabe (1/1 Mg) 
und mit extremem Mg-Mangel (1/500 Mg) zu vergleichen. Die Reihe mit 
1/1 Mg bringt keine Uberraschungen. Entsprechend dem hohen N-An- 
gebot werden eiweiBreiche (bis 30,6°/) v. Trg. Eiwei8) und fettarme 
(maximal 17,8°/, v. Trg. Fett) Zellen gebildet. Nach 95—118 Std ist der 
Zucker- und N-Vorrat des Substrates erschépft; die Fettreserven werden 
wieder abgebaut. Fiir einen etwa zu gleicher Zeit einsetzenden Eiweib- 
abbau sprechen auch die Zahlen fiir den in den Zellen gebundenen 
Gesamt-N und die Tatsache, da8 der pp-Wert des Mediums langsam 
ansteigt: 77 Std px 4,6, 95 Std px 5,0, 118 Std px 5,4, 167 Std px 6,7 — 
ein Zeichen fiir NH,-Ausscheidung (vgl. H. Katine 1955a). In der Mg- 
Mangelkultur geht die Produktion von Zellsubstanz langsamer vor sich. 
Das Erntegewicht ist bei Versuchsende erst 294 mg gegentiber 422 mg 
bei 1/1 Mg (nach 95 Std). Nach 214 Std in der Mg-Mangelkultur sind 
die Nahrstoffe des Mediums noch nicht vollig verbraucht; es lassen sich 
in der Restnahrlésung noch ca. 100 mg (von insgesamt 1500 mg) Zucker 
und ca. 5,2 mg (von 20,9 mg) N nachweisen. Die Hemmung der Sub- 
stanzbildung bei Mg-Mangel betrifft sowohl die EiweiB- wie die Fett- 
fraktion der Zellen. Die Analysenzahlen lassen aber hier einen wesent- 
lichen Unterschied erkennen. Die Prozentzahlen des N-Gehaltes sind 
bei den Reihen mit 1/1 und 1/500 Mg kaum verschieden. Dagegen bleibt 
der prozentuale Fettgehalt der Mg-Mangelzellen bis zur 118. Std des 
Versuches sehr deutlich hinter dem der Kontrollen zuriick, Diese Dinge 
werden noch klarer, wenn man — wie es in Tab.3 fiir den Versuch von 
Tab.2 geschah — auch hier das Verhaltnis (EiweiB : Fett : Kohlen- 
hydrate) fiir die einzelnen Phasen des Versuches berechnet (s. die letzten 
beiden Spalten von Tab.4). Es zeigt sich deutlich, da8 bis zur 118. Ver- 
suchsstunde die Verfettung der Mg-Mangelkulturen hinter den Kon- 
trollen mit reichlicher Mg-Gabe zuriickbleibt. Zu einem Zeitpunkte 
(167 Std), in welchem die 1/1 Mg Kultur bereits ihre Fettreserven ab- 
baut, geht die Fettbildung bei 1/500 Mg noch weiter. Ja, sie erreicht mit 
einem Fett/EHiwei8-Quotienten von 0,67/1 schlieBlich (214 Std) einen 
Wert, der hoher liegt als bei den Kontrollen auf dem Héhepunkt ihrer 
Verfettung (0,58/1, 118 Std). Hs ergibt sich weiter, da in den alten 
1/500 Mg Kulturen, im Gegensatz zu den friheren Phasen des Versuches, 
die Fettbildung sich gegeniiber der EiweiBbildung starker durchsetzt.— 
DaB dies kaum auf eine Erschépfung der N- Quelle des Mediums zurtick- 
zufihren ist, lehrt die schon erwahnte Tatsache, daB noch ca. 5,2 mg N 
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im Substrat verfiigbar waren. Worauf dieser ,,Dominanzwechsel“ 
zwischen EiweiB- und Fettbildung zuriickzufiihren ist, mag zunachst 
unerortert bleiben. 


TV. Diskussion der Ergebnisse 


Unsere Versuche haben ergeben, dais Mg-Mangel die Fettbildung bei 
Endomycopsis im allgemeinen hemmt. Zwar werden bei geringer Mg- 
Versorgung auch die EiweiBbildung und die gesamte Trockensubstanz- 
produktion verlangsamt, wesentlich scheint aber zu sein, dab die Fett- 
bildung starker gehemmt wird als die EiweiBbildung (vgl. die Prozent- 
zahlen in Tab.2 u. 4, sowie die Verhaltniszahlen in Tab.3 u. 4). Damit 
wird die im Schrifttum (zusammenfassend referiert bei M. STEINER, 
1957, insbesondere S. 250f.) mehrfach gedéuBerte Auffassung neuerlich 
widerlegt, daB verstarkte Fettbildung bei Mikroorganismen eine Folge 
von Mangelernahrung, eines ,,milieu déséquilibré‘, eines ,,milieu im- 
propre a la nutrition darstellt. Mangel eines notwendigen Nahrstoffes 
kann — aus Griinden, die in jedem Einzelfall verschieden sind — zu ver- 
starkter Fettbildung fiihren ; Mg-Mangel hat den entgegengesetzten Effekt. 

Es liegt natiirlich nahe, nach einer naheren Erklarung fiir die durch 
Mg-Mangel bewirkten Verschiebungen zwischen den Hauptbahnen des 
Verwendungsstoffwechsels zu suchen. 


Wie bereits einleitend (S. 244) bemerkt wurde, sind die Angaben der Literatur 
iiber den Einflu8 der Mg-Ernahrung auf die EiweiB-, Fett- und Gesamtstoffproduk- 
tion bei Mikroorganismen sparlich und widerspruchsvoll. Zahlreich hingegen sind 
die Arbeiten, aus welchen die Rolle des Mgt* bei Einzelvorgangen vor allem des 
tierischen Stoffwechsels deutlich wird. Durch die Untersuchungen von H. Erpt- 
MANN (1927, 1928a, b) und von K. Lonmann (1931) wurde gezeigt, da Mg-Ionen 
bei der alkoholischen Garung und bei der Glykolyse im Muskel als notwendige 
Aktivatoren beteiligt sind. Nach A. v. Euter, R. Nitsson u. E. AvHAGEN (1931) 
wird der Kohlenhydratabbau, u.a. die Bildung von Hexosediphosphat, durch 
Mg++ aktiviert (s. a. G. T. Corr, S. P. CorowrcKk u. C. F. Corr 1938, Huszak 
1942, S. OcHoa 1939; sowie die Arbeiten iiber das Cyclophorasesystem von A. L. 
GRAFFLIN u. D. E. Green 1948, W. E. Knox, B. N. Novon u. V.A. AUER- 
pach 1948, G.H. Hocrsoom u. W. C. SCHNEIDER 1950). Auch das Ferment- 
system der Fetisynthese bendtigt Mg-Ionen. R. D. Brapy u. S. Gurin (1952) fan- 
den, daB sie die Bildung von Fettsauren in der Leber aktivieren (vgl. a. J. 8. 
SzutMassTER 1954). In zellfreien Homogenaten aus Meerschweinchengehirn er- 
fordert der maximale Einbau von *P in die Lipoide u. a. die Gegenwart von Mg** 
(R. M. C. Dawson 1953, 1954). SchlieBlich bediirfen auch mehrere Fermentreak- 
tionen des N-Stoffwechsels und speziell des EiweiBaufbaues der Mg-Ionen. Die Bil- 
dung von Diphosphopyridinnucleotid in der Schweineleber (A. KornBERG 1950), 
die Glutaminsauretransferase im Gehirn (H. WAELSCH 1951, M. Sonov, N. Gros- 
sowirz, A. LastHa u. H. WaELSCH 1951) und das Ferment der Glutaminsaure- 
synthese im Gehirn von Schafen (W. H. Exxior 1951) werden durch Mg++ deut- 
lich aktiviert. E. A. Peterson u. D. M. Greene (1952) schlieBlich konnten zei- 
gen, daB das Fermentsystem der Leber, welches das erste Stadium der Protein- 
pildung durch Einbau von Aminosauren einleitet, durch Mg-Ionen eine deutliche 
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Diese Angaben der Literatur machen es verstandlich, daB extremer 
Mg-Mangel alle synthetischen Prozesse in der Zelle — Gesamtproduktion 
der Trockensubstanz, EiweiBbildung, Fettbildung — hemmt, wie es 
sich in unseren Versuchen ja in der Tat zeigte. Dariiber, welche Bahn 
des Gesamtstoffwechsels durch Mg-Mangel zuerst und am stérksten 
betroffen wird, lieBen sich auf Grund des bereits Bekannten keine Vor- 
aussagen machen. Zur Beantwortung dieser Frage scheinen die hier mit- 
geteilten Ergebnisse die ersten Anhaltspunkte zu liefern: im allgemeinen 
wird die Fettbildung zuerst und am starksten eingeschrankt, wenn sich 
Met+ im Minimum befindet. 

Es sei schlieBlich versucht, diese Befunde noch dem Bild einzufiigen, 
das sich aus den bisherigen Arbeiten tiber den EinfluB von Mangel- 
ernahrung auf die Fett- und EiweiSbildung bei Endomycopsis vernalis 
ergeben hat (s. auch M. STEINER 1957). 

1. Nach den Arbeiten von M. STErnerR (1938), S. Heme (1939) und 
S. Raar (1941) verwendet der Versuchsorganismus die Abbauprodukte 
des Zuckers bevorzugt zur EiweiBsynthese, wenn geniigend N zur Ver- 
fiigung steht. Bei N-Mangel flieBt ein immer gréBerer Teil des Ausgangs- 
materials in die zur Fettsynthese fiihrende Stoffwechselbahn. Bei zu- 
nehmendem N-Mangel werden immer fettreichere und eiweiBarmere 
Zellen gebildet. Ahnlich diirfte auch die von S. Heme (1939) beob- 
achtete Verstirkung der Fettbildung bei S-Mangel zu deuten sein. 
Unter diesen Bedingungen kénnen wahrscheinlich die fiir die Eiweib- 
synthese nétigen S-haltigen Aminosiuren nicht in gentigendem MaBe 
gebildet werden. 

2. K-Mangel (M. Maas-FérstER 1955) zwingt den Pilz zu einer ver- 
minderten und weniger 6konomischen Substanzproduktion. Das Mengen- 
verhaltnis Eiweif: Fett bleibt aber von der K-Versorgung véllig un- 
beeinfluBt. Es kann geschlossen werden, da K-Mangel vor allem auf 
dem Wege vom Kohlenhydrat bis zum gemeinsamen Ausgangsprodukt 
der EKiweif- und Fettsynthese hemmend eingreift. 

3. Sowohl P- wie Mg-Mangel beeinflussen das Gleichgewicht zwischen 
Kiweif8- und Fettsynthese, allerdings — wie in dieser Arbeit gezeigt 
wurde — mit umgekehrten Vorzeichen. 

M. Maas-F6rstER (1955) hat gezeigt, daB bereits eine Verminderung 
der P-Gabe auf 1/5 der Norm (also 0,19/, KH,PO,) zu einer Verminderung 
der Kiwei8synthese fiihrt. Die Fettsynthese hingegen wird gesteigert, 
und das gilt bis zu einer kritischen Grenzgabe von P (1/20 P). Der pro- 
zentuale Fettgehalt der Zellen steigt aber auch bei weiterer Verminderung 
der Phosphatgabe noch an. Mit zunehmendem P-Mangel kommt die 
Fettsynthese immer stirker in die Vorhand gegeniiber der EiweiBbildung. 
Selbst nach Erschépfung der C- Quelle bleibt. bei P-Mangel im Medium 
der noch vorhandene N unbenutzt liegen. Eine EiweiSsynthese unter 
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Zuhilfenahme zelleigener C- Quellen findet nicht mehr (oder nur mehr in 
sehr geringem Umfange) statt. 

Die Folgen des Mg-Mangels fiir den Gesamtstoffwechsel, die sich aus 
diesen Untersuchungen ergeben haben, brauchen hier nicht nochmals 
im einzelnen aufgezahlt zu werden. Es sei nur hervorgehoben, dab bei 
Mg-Mangel zunichst die HiweiBbildung gegeniiber der Synthese der 
iibrigen Zellbestandteile (einschlieBlich der Fette!) im Vorteil ist; die 
letzteren Prozesse erscheinen deutlich gehemmt. Die Fettsynthese holt 
erst auf, wenn die konkurrierende HiweiSbildung zum Stillstand kommt 
oder sich verlangsamt. Das erstere war bei dem Versuch mit 1/4 N der 
Fall (Tab. 2 u.3), wo auch in den extremen Mg-Mangelkulturen 
(1/500 Mg) nach 108 Std der N-Vorrat des Substrates praktisch er- 
schépft war. In den Versuchen mit 1 Ji N (Tab. 4) zeichnet sich in der 
Reihe mit 1/500 Mg von der 118. Std an eine deutliche Verlangsamung 
der N-Assimilation ab: vorher werden 0,16—0,18 mg N, nachher 0,07 
bis 0,03 mg N je Stunde assimiliert. Etwa zum gleichen Zeitpunkt be- 
ginnt hier die Fettsynthese aufzuholen. 

Sowohl durch P- wie durch Mg-Mangel wird also offenbar die Konkur- 
renz zwischen EiweiBbildung und Fettbildung beeinfluBt. 

Die unter P-Mangel herangewachsenen Zellen sind in ihrem ,,Stoff- 
wechseltyp‘ ein fiir allemal festgelegt. Bei Mg-Mangel hingegen hat es 
den Anschein, da die im Minimum befindlichen Mg-Ionen zunachst 
bevorzugt fiir die EiweiBsynthese in Anspruch genommen werden, spater 
aber fiir andere Stoffwechselprozesse, z. B. die Fettsynthese, zur Ver- 
fiigung stehen, wenn sie an der ersten Stelle nicht mehr gebraucht 
werden. Mit diesem Deutungsversuch steht die Tatsache in gutem Hin- 
klang, da8 Mg** in der Hauptsache als Aktivator bei enzymatischen Pro- 
zessen dient, im Gegensatz zu PO, aber kaum in bestimmten organischen 
Zellbestandteilen festgelegt wird. 

Auch in den Versuchen von R. Raveux (1954) mit Aspergillus niger finden sich 
abnliche Verhiltnisse angedeutet. Wurde der Mg-Gehalt der (4fach konzentrierten) 
CzapEK-Lésung von 4/1 auf 4/20 und weiter auf 4/50 erniedrigt, so verminderte 
sich die Pilztrockensubstanz von 5390 auf 3160 und 2436 mg. Der (aus der Tabelle 
des Verf. errechnete) prozentuale Gehalt am Gesamteiweil lag bei 20,2; 30,0; 
34,0°/,, der Gehalt an acetonléslichen Lipoiden bei 4,9; 3,9; 3,8/). Von einem aus- 
gesprochenen Mg-Mangel kann bei diesen Versuchen wahrscheinlich noch gar nicht ge- 
sprochen werden. Immerhin fallt auf, da8 sich abnehmende Mg-Gabe in einer Vermin- 
derung des prozentualen Fettanteiles auswirkt. Fiir die Gesamtlipoide (acetonlésliche 
und -unlisliche Fraktion) liegen die Prozentwerte allerdings in der umgekehrten 
Reihenfolge: 7,9; 8,1; 8,5°/), wenn diese kleinen Unterschiede tiberhaupt als reell be- 


trachtet werden diirfen. 
Zusammenfassung 


1. Wirkungen von Mg-Mangel auf den Verwendungsstoffwechsel von 
Endomycopsis vernalis sind erst bei Mg-Gaben von 2,0 y/ml oder dar- 
unter festzustellen. 
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2. In Mg-Mangelzellen sind alle Stoffwechselprozesse verlangsamt, was 
vor allem in einer verzogerten Trockensubstanzproduktion zum Ausdruck 
kommt. 

Die bei Mg-Mangel heranwachsenden Zellen sind zunachst immer 
eiweiBreicher und fettirmer als die geniigend mit Mg versorgten Kontrollen. 

Erst wenn die EiweiSsynthese aufhért oder abklingt, setzt auch in 
Mg-Mangelzellen eine verstarkte Fettsynthese ein. 

3. Es wird eine zusammenfassende Ubersicht iiber die Wirkungen des 
Mangels an den verschiedenen Niahrstoffen auf die Eiweif- und Fett- 
synthese des Versuchsorganismus gegeben. 

4. Die bei Mg++-Mangel festgestellten Erscheinungen lassen sich durch 
die Annahme einer Konkurrenz um die Mg-Ionen erklaren. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sachbeihilfe, Frl. 
Karrin Ax fiir ihre Hilfe bei der experimentellen Arbeit. 
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(Aus dem Institut fiir Pflanzenkrankheiten der Universitat Bonn) 


Beobachtungen iiber das Verhalten von Azotobacter 
im Wurzelbereich hoherer Pflanzen 


Von 
B. STILLE * 


(Eingegangen am 5. Mai 1958) 


Das umfangreiche Schrifttum tiber die Mikroflora der Rhizosphare? 
enthalt zahlreiche Mitteilungen itiber das Vorkommen und Verhalten 
von Azotobacter im engeren Wurzelbereich héherer Pflanzen. Besonders 
haufig wurde die zahlenmaBige Dichte von Azotobacter innerhalb der 
Rhizosphare untersucht, in der Annahme, aus dem kulturell nach- 
weisbaren Azotobacter-Gehalt auf eine entsprechende Forderung des 
Pflanzenwachstums schlieBen zu kénnen. Die bisherigen Befunde sind 
jedoch auf erordentlich uneinheitlich, da sie durch die verschieden- 
artigsten natiirlichen Faktoren (Pflanzenart, Entwicklungszustand, 
Bodentyp, Antagonisten, klimatische Verhiltnisse, Jahreszeit usw.) 
bedingt sind. 

Im folgenden seien Teilergebnisse aus einer breiteren Untersuchung 
iiber das dkologische Verhalten von Azotobacter im Wurzelbereich von 
Kulturpflanzen wiedergegeben, da sich aus ihnen — trotz der Vielschich- 
tigkeit der nattirlichen Verhiltnisse — einige allgemeinere SchluBfolge- 
rungen ableiten lassen. 


Zum Nachweis des Azotobacter-Gehaltes wurden die Pflanzen mit den Wurzel- 
ballen ausgegraben, die intakten Wurzeln schonend freigelegt und von der ihnen 
direkt anhaftenden Erde jeweils 5 Einzelproben von je 2—5 g in sterile Petrischalen 
iibertragen. Stets wurden zum Vergleich Bodenproben aus dem benachbarten 
undurchwurzelten Bereich aus einer Tiefe von 5—10 cm entnommen. Dann wurde 
yon den griindlich durchmischten Proben je 1 g in 100 ml steriler physiologischer 
Kochsalzlésung aufgeschwemmt, um davon nach ausgiebigem Schiitteln in den 
Verdiinnungsstufen 1:100 und 1: 1000 Agarplatten (je 5 Parallelen) anzulegen. Als 
N-freier Nahrboden diente Mannit-Agar nach Asupy (Zusammensetzung: Aqua dest. 
1000,0, Mannit 15,0, KH,PO, 0,2, MgSO, - 7 H,0 0,2, NaCl 0,2, CaSO, - 2 H,0 0,1, 
CaCO, 5,0, Agar 15,0 g). Die Bruttemperatur betrug BUI: 


* Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Professor Dr. Dr. hb. c. RrerpEL-BALDES, 


zum 70. Geburtstage. 
1 Neuere zusammenfassende Literatur bei KatzNeLson, LocHHEAD und Timo- 


nin (1948), CLARK (1949), WAKSMAN (1952) und RiprEL-BapzEs (1955). 
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Azotobacterdichte in der Rhizosphire von Kulturpflanzen und 
im angrenzenden wurzelfreien Boden bei verschiedenen Bodentypen 


Aus den Versuchsreihen ergibt sich, da8 simtliche untersuchten land- 
wirtschaftlichen Nutzpflanzen wahrend ihrer friihsommerlichen Haupt- 


Versuchsreihe I: Freiland, Versuchsfeld Bonn-Poppelsdorf (Braunerde hoher Basen- 
sittigung; feinsandiger Lehm), Probenahmen in der 2. Junihalfte 


Azotobacter-Dichte je Gramm 


oe Rhizosphare undurechwurzelter Boden 5 
Triticum vulgare 10300 4900 2,1 
Secale cereale 6600 3900 Vi 
Hordeum sativum 4100 3800 1,1 
Avena sativa 8700 6200 1,4 
Zea mays 9300 3500 2,6 
Solanum tuberosum 8700 4800 1,8 
Solanum lycopersicum 3300 1700 1;9 
Nicotiana tabacum 5400 3500 1,4 
Pisum sativum 12700 5800 2,2 
Phaseolus vulgaris 6400 8000 0,8 
Vicia faba 18600 5800 3,2 
Medicago sativa 5600 3100 1,8 
Trifolium pratense 7400 4900 1,5 
Beta vulgaris 3200 3600 0,9 
Spinacia oleracea 14300 / 6200 2,3 
Linum usitatissimum 8300 | 7000 1,2 
Cucurbita pepo 2700 4500 0,6 
Cucumis sativus 4600 3300 1,4 
Raphanus sativus 9300 5200 1,8 
Brassica napus 2100 3000 0,7 
Brassica oleracea 
var. sabauda 3200 5300 0,6 
var. capitata 18900 5700 3,3 
var. acephala 200 7100 1,3 
var. botrytis 5400 4900 tet 
var. gemmifera 2800 3400 0,8 
Daucus carota 9600 2800 3,4 
Lactuca sativa 7400 6500 1et 
Allium cepa 3200 3400 0,9 
Allium schoenoprasum 4100 5100 0,8 
Petroselinum sativum 14000 4600 3.1 
M = 1.62 


wachstumsphase in Azotobacter-haltigen Béden innerhalb ihres engeren 
Wurzelbereiches ebenfalls einen erheblichen Azotobacter-Gehalt aufweisen. 
Kine Verdrangung von Azotobacter aus der Rhizosphiire — wie sie 
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BuxKatscu u. HErTzER sowie Mutz bei verschiedenen Wildpflanzen (Chelv- 
donium maius, Crepis virens, Hieracium pilosella, Hypericum perforatum, 


Versuchsreihe II: Mitscherlich-GefaiBe, Erde vom Versuchsfeld (wie Reihe I) mit 
10% humusreicher Komposterde gemischt, Probenahmen in der 2. Junihalfte 


Azotobacter-Dichte je Gramm 


Pflanzenart ; A 
Rhizosphare jundurchwurzelter Boden 
Triticum vulgare 10600 3800 2,6 
Secale cereale 5200 4800 1 
Hordeum sativum 4800 3600 3 
Avena sativa 11600 | 6600 1,8 
Zea mays 6100 5400 1,1 
Solanum lycopersicum 5500 7400 0,7 
Pisum sativum 3800 | 5800 0,7 
Phaseolus vulgaris 5200 3400 1,5 
Beta vulgaris 7300 | 6100 1,2 
Linum usitatissimum 8400 | 5200 1,6 
Daucus carota 8700 4600 1,9 
Petroselinum sativum 7000 6200 Wail 
|r — 1,38 


Versuchsrethe III: Mitscherlich-GefaBe, sehr schwach entwickelte Braunerde gerin- 

ger Basensdttigung aus silikathaltigem feinen Diinensand (Tannenbusch bei Bonn), 

kaum anlehmig; zusitzliche Mineraldiingung je Topf 2 1 Nahrlésung nach VAN DER 
Crone. Probenahmen in der 2. Junihalfte 


Pflanzenart R S R:S 

Triticum vulgare 8800 620 14,1 
Secale cereale 6800 440 15,4 
Hordeum sativum 7200 280 25,7 
Avena sativa 5600 400 14,0 
Zea mays 7400 860 8,6 
Solanum lycopersicum 8000 460 17,4 
Pisum sativum 8400 820 10,2 
Phaseolus vulgaris 6000 580 10,3 
Beta vulgaris : 4900 940 5,2 
Linum usitatissimum 6200 510 tPA) 
Daucus carota 4800 700 6,8 
Petroselinum sativum 7100 760 9,3 
| M=12,4 


Ranunculus acer u. a.) durch Azotobacter-hemmende Wurzelausscheidun- 
gen feststellen konnten — lieB sich bei ihnen auch nicht andeutungs- 
weise beobachten. 
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Hinsichtlich der Azotobacter-Dichte innerhalb und auf8erhalb der 
Rhizosphiire lassen die Ergebnisse der Versuchsreihen I und II einer- 
seits und der Versuchsreihe III andererseits einen deutlichen Unter- 
schied erkennen: 

In den ausgeglichenen nahrstoffreichen Béden (I und IT) stimmt der 
Azotobacter-Gehalt innerhalb und auBerhalb der Rhizosphiare in verhalt- 
nismaiBig engen Grenzen tiberein. Fiir die verschiedenen Bestimmungen 
der Versuchsreihe I 148t sich im Mittelwert ein *-Verhaltnis? von 1,62 
(bei Einzelwerten zwischen 0,6 und 3,4) und fiir die Versuchsreihe II ein 
2 -Verhaltnis von 1,38 (bei Kinzelwerten zwischen 0,7 und 2,6) errechnen. 
Dagegen zeigt sich in der Versuchsreihe IIT (kaum anlehmiger Diinen- 
sand, auBerordentlich arm an organischen Substanzen, mit zusatzlicher 
Mineraldiingung) stets eine betrichtliche Zunahme der Azotobacter- 
Dichte innerhalb der Rhizosphare gegeniiber dem wurzelfreien Boden; 
hier ergibt sich im Mittelwert ein *-Verhaltnis von 12,4 (bei Einzel- 
werten zwischen 5,2 und 25,7). 

Die geringe Azotobacter-Dichte in dem sandigen Boden ist zweifellos 
durch dessen Mangel an organischen Substanzen bedingt; der deutliche 
Anstieg innerhalb der Rhizosphare diirfte vorwiegend auf organische 
Stoffausscheidungen der Pflanzenwurzeln und auf Substanzen, die 
beim Zerfall absterbender Wurzelteile verfiigbar werden, zuriickzu- 
fiihren sein. 

Die obigen Tabellen vermitteln zwar eine Ubersicht iiber die zahlen- 
maBige Verbreitung von Azotobacter innerhalb und auBerhalb der Rhizo- 
sphare der Versuchspflanzen bei sehr verschiedenartigen Bodentypen; sie 
ermoglichen jedoch keineswegs einen Einblick in die physiologische 
Leistung, die von den Azotobacter-Zellen in den verschiedenen Boden- 
raumen vollzogen wird. Infolgedessen ware es durchaus abwegig, lediglich 
aus der kulturell nachgewiesenen Azotobacter-Dichte von Fall zu Fall auf 
eine entsprechende Forderung der héheren Pflanze zu schlieBen. Die 
physiologische Aktivitat, insbesondere das Ausmaf der Stickstoffbindung 
von Azotobacter, wird durch zahlreiche Faktoren bedingt, so da die N- 
Gewinne in den verschiedenen Lebensriumen auch bei gleicher Zellen- 
zahl erheblich voneinander abweichen kénnen. 


Der von Azotobacter gebundene Luftstickstoff wird im wesentlichen 
zunichst in kérpereigenem Kiweif festgelegt, so daB er erst beim Zerfall 
abgestorbener Azotobacter-Zellen fiir die iibrigen Bodenmikroben und fiir 
die héheren Pflanzen verfiigbar wird. Je gréBer nun der Umsatz an Azoto- 
bacter-Zellen ist, desto héher sind die N-Gewinne, die dann direkt oder 
indirekt auch den héheren Pflanzen zuflieBen. Ein vorzeitiges Absterben 


1 Das 4-Verhaltnis kennzeichnet die relative Azotobacterdichte innerhalb der 
Rhizosphare (2) im Vergleich zum benachbarten undurchwurzelten Boden (Soil) (S). 
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der Azotobacter-Zellen setzt jedoch besondere aéuRere EKinwirkungen vor- 
aus, und in dieser Hinsicht diirften vor allem Antagonisten eine wichtige 
Rolle spielen. 

Die gesamte Bakteriendichte nimmt im pflanzlichen Wurzelbereich im 
Vergleich zum freien Boden im allgemeinen wesentlich starker als der 
Azotobacter-Gehalt zu. So konnten StarKEY und andere Autoren inner- 
halb der Rhizosphare zahlreicher Pflanzen Zunahmen des Gesamtkeim- 
gehaltes um das 100—200fache feststellen. Auch hinsichtlich des Vor- 
kommens bestimmter Bakterienarten lieBen sich erhebliche Verschie- 
bungen nachweisen. Sporenbildende Arten treten innerhalb der Rhizo- 
sphare zahlenmaBig meist deutlich zuriick, wahrend verschiedene gram- 
negative nichtsporenbildende Arten mit besonderen Nahrstoffanspriichen, 
vor allem beziiglich ihrer Versorgung mit organisch gebundenem Stick- 
stoff, sich dort auBerordentlich stark anreichern. Unter den zahlreichen 
Eiwei®zersetzern findet sich nach CLarK u. Starc ein hoher Anteil an 
Fluoreszenten, insbesondere der Gattungen Pseudomonas und Xantho- 
monas; vor allem Pseudomonas fluorescens soll sich gelegentlich im enge- 
ren Wurzelbereich so stark anreichern kénnen, da dadurch Azotobacter 
aus der naheren Umgebung geradezu verdrangt werden kann. Nun deutet 
jedoch vieles darauf hin, daf es sich bei diesem Vorgang keineswegs um 
eine einfache Verdringung handelt, sondern daB dort ein parasitares 
Geschehen in kleinsten Raiumen vorliegt, indem Pseudomonas fluorescens 
bei starker Massenentwicklung durch seine Toxine laufend Azotobacter- 
Zellen zum Absterben bringt und deren Kérpereiwei8 als ergiebige 
Nahrungsquelle verwertet. 

Die folgende Versuchsreihe, die sich in methodischer Hinsicht an eine 
friihere Untersuchung (STILLE 1938) anlehnt, gibt eine Sterilsynthese 
yon Weizen mit Reinkulturen von Azotobacter chroococceum und Pseudo- 
monas fluorescens wieder. 


Eine Anzahl groBer Reagensglaser (Inhalt 100 ml) wurde mit je 30 g gewasche- 
nem Feinsand beschickt und im Trockenschrank sterilisiert. Dann wurden in jedes 
Glas sterile Nahrlésung nach vaN DER CRONE bis zur Sattigung des Sandes ein- 
pipettiert und je 3 — zuvor in 1% iger Bromlésung sterilisierte — Weizenkaryopsen 
eingebracht. Keimung und weiteres Wachstum erfolgten in einer Gewachshaus- 
kabine bei ausreichender Lichtzufuhr und Temperaturen zwischen 16 und 22° C. 
Gelegentliche Wasserverluste wahrend der Versuchsdauer wurden durch Zugabe von 
sterilem Wasser ausgeglichen. 5 Tage nach dem Ansatz wurde der Inhalt simtlicher 
Glaser durch Abimpfungen auf Nahrbéden auf Sterilitat gepriift, und in jene Glaser, 
die sich als steril erwiesen, wurde am 7. Tage je 2 ml einer sehr verdiinnten Auf- 
schwemmung von Azotobacter chroococcwm (Dichte je ml 560 Zellen) einpipettiert. 
Am 14. Tage wurde die Serie geteilt und bei der einen Hilfte je Glas 5 Tropfen einer 
schwachen Aufschwemmung von Pseudomonas fluorescens (Keimdichte je ml 1200, 
somit je Tropfen etwa 50—60 Zellen) zugesetzt. Am 17. Tage erfolgten die Keimzahl- 
bestimmungen (fiir Azotobacter auf Ashby-Nahragar, fiir Ps. fluorescens auf Bouil- 
lon-Glycerin-Agar), die je 1 g Sandprobe aus dem engeren Wurzelbereich folgende 


Werte ergaben: 
Lie 
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Reihe A. Weizen, steril gekeimt, am 7. Tage mit Azotobacter beimpft. Azoto- 
bacter-Dichte am 17. Tage (je Gramm Sandboden aus dem Wurzelbereich): 


Glas 1 | 154000 
Glas 2 | 276000 
Glas 3 98 000 
Glas 4 | 131000 
Glas 5 | 210000 


= | 174000 


Reihe B. Weizen, steril gekeimt, am 7. Tage mit Azotobacter chroococcum und 
am 14. Tage zusatzlich mit Pseudomonas fluorescens beimpft. Keimzahlbestimmun- 
gen am 17. Tage (je Gramm Sandboden aus dem Wurzelbereich): 


| Azotobacter Pseudom. fluorescens 
Glas 6 6200 310000 
Glas 7 2800 244000 
Glas 8 9300 510000 
Glas 9 5500 186000 
Glas 10 12600 340000 
M = 7300 M = 318000 


Die Zahlen der Versuchsreihe A lassen die starke Entwicklung von 
Azotobacter in ungestorter Sterilsynthese mit Weizen erkennen. Da der 
ausgewaschene Sand urspriinglich keine organischen Substanzen enthielt, 
mu der betrachtliche Anstieg des Azotobacter-Gehaltes ausschlieBlich 
auf organische Stoffausscheidungen der Pflanzenwurzeln bzw. auf Zerfalls- 
produkte abgestorbener Wurzelteile zuriickzufiihren sein. 

In der Versuchsreihe B konnte die Entwicklung von Azotobacter bis 
zum 14. Tage in der gleichen Weise wie in der Reihe A verlaufen. Fiir die 
dann einsetzende rapide Vermehrung von Pseudomonas fluorescens kom- 
men im wesentlichen folgende Nahrungsquellen in Betracht: 

1. von Azotobacter nicht verwertete bzw. nicht angreifbare Wurzelausscheidungen 
und pflanzliche Zellreste, 

2. durch Toxine von Pseudomonas fluorescens bereits vorzeitig auBer Funktion 
gesetzte Wurzelhaare (StrmLB 1956), die dann saprophytisch verwertet werden, 

3. die Kérpersubstanzen der durch Toxine von Pseudomonas fluorescens getoteten 
Azotobacter-Zellen. 

In dem vorliegenden Fall trat nach dem Einimpfen von Pseudomonas 
fluorescens in kiirzester Zeit eine sehr starke Abnahme der Azotobacter- 
Dichte ein (die 3 Tage nach dem Einimpfen von Ps. fluorescens in den 
Serien A und B fiir Azotobacter ermittelten Keimzahlen verhalten sich wie 
25:1), und zweifellos diirften vorwiegend die getoteten Azotobacter- 
Zellen in dem nahrstoffarmen Substrat das Ausgangsmaterial fiir die 


spontane Massenentwicklung von Pseudomonas fluorescens geliefert 
haben. 
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Im Freiland bestimmen unter den vielschichtigen natiirlichen Be- 
dingungen zahlreiche mit-, gegen- und nacheinander wirkende Faktoren 
das mikrobiologische Geschehen; es ist daher einleuchtend, dal aus den 
Ergebnissen von Sterilsynthesen sich nur mit grofter Zuriickhaltung 
SchluBfolgerungen auf die unter natiirlichen Verhaltnissen ablaufenden 
mikrobiologischen Vorginge ableiten lassen. In methodischer Hinsicht 
bieten Sterilsynthesen jedoch den besonderen Vorzug, bestimmte Ab- 
laufe unter Ausschaltung heterogener Nebenwirkungen zu erfassen. Das 
obige Beispiel zeigt, da innerhalb der pflanzlichen Rhizosphare ein sehr 
lebhafter Umsatz von Azotobacter-Zellen erfolgen kann und dort mit ent- 
sprechend héheren Stickstoffgewinnen zu rechnen ist als im undurch- 
wurzelten Boden, wo die Lebensdauer der Azotobacter-Zellen weniger 
durch Antagonisten begrenzt wird. 


Zusammenfassung 


Es wurde der Azotobacter-Gehalt innerhalb der Rhizosphire zahl- 
reicher landwirtschaftlicher Nutzpflanzen wahrend ihrer friihsommer- 
lichen Wachstumsphase untersucht. Die Zunahmen gegeniiber dem 
wurzelfreien Boden bewegen sich im allgemeinen in sehr engen Grenzen, 
k6nnen jedoch erheblich sein, falls der Boden arm an organischen Stoffen 
ist. Eine Verdraingung von Azotobacter durch Wurzelausscheidungen lieB 
sich bei den Versuchspflanzen nicht feststellen. N-Gewinne ergeben sich 
nicht so sehr aus der Azotobacter-Dichte als vielmehr aus dem laufenden 
Umsatz an Azotobacter-Zellen; an diesem Geschehen dirften Ant- 
agonisten, insbesondere Fluoreszenten, die sich im Wurzelbereich stark 
anreichern kénnen, wesentlich beteiligt sein. In Sterilsynthesen (Weizen 
und Azotobacter) lieB sich bei nachtraglicher Beimpfung mit Pseudomonas 
fluorescens ein spontaner Abbau von Azotobacter-Zellen und deren Ver- 
wertung als Nahrungsquelle nachweisen. 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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Uber die spontane Mutation von Phagenresistenz 
nach Phagensensibilitat * 


Von 
H. STOLP 


Mit 6 Abbildungen im Text 


(Hingegangen am 22. Februar 1958) 


Die Infektion einer Bakterienzelle mit einer virulenten Phagenpartikel 
fiihrt unter geeigneten Kulturbedingungen zur Lysis der Zelle und Ent- 
stehung von Tochterphagen. Wird eine groBe Anzahl von Bakterien einer 
sensiblen Kultur der Wirkung virulenter Phagen ausgesetzt, dann ist 
haufig zu beobachten, da die tiberwiegende Mehrzahl der Zellen 
lysiert, daB aber einige wenige zur Vermehrung kommen. In Fliissigkeits- 
kultur folgt nach einem zunachst einsetzenden Rickgang in der optischen 
Dichte ein erneuter Anstieg; auf festem Nahrboden ist nach konfluieren- 
der Lysis die Entwicklung einzelner Kolonien zu erkennen. Kulturen, die 
von solchen Kolonien angelegt werden, besitzen erblich fixierte Resistenz 
gegeniiber den fiir die Elternbakterien aktiven Phagen. Die Frage, ob es 
sich bei den phagenresistenten Typen um Mutanten der sensiblen Bak- 
terien handelt, die spontan und unabhangig von den eingesetzten Phagen 
entstanden sind, oder ob sich die erblichen Anderungen erst unter dem 
KinfluB der Phagen an den tiberlebenden Bakterien vollziehen, wurde von 
Luria u. DELBRUCK (1943) im Sinne der ersten Annahme entschieden. 
Sie konnten zeigen, das es sich bei den phagenresistenten Typen um 
spontan entstandene Mutanten handelt, die nach der Lysis der iiber- 
wiegenden Mehrzahl der Zellen aus einem Populationsgemisch heraus- 
selektioniert werden. Spiter bestitigten J. u. E. LEDERBERG (1952) mit 
der von ihnen entwickelten Replikatechnik das von Phagen unabhangige 
Auftreten phagenresistenter Bakterienmutanten. Da die Ermittlung der 
Anzahl resistenter Mutanten in einer Kultur sensibler Bakterien infolge 
der Kigenvermehrung keine Aussagen iiber die Haufigkeit des Mutations- 
ereignisses zulaBt, haben Luria u. DELBRUCK (1943) experimentelle 
und mathematische Methoden entwickelt, die eine Bestimmung der 
Mutationsrate (definiert als die Wahrscheinlichkeit, mit der ein Bakte- 
rium zwischen zwei Zellteilungen mutiert) ermdglichen. Es handelt sich 


* Herrn Professor Dr. Dr. h. c. A. RrerEL zum 70. Geburtstag gewidmet. 
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um Methoden, die entweder von der Anzahl der keine Mutanten enthal- 
tenden Subkulturen einer gemeinsamen Ausgangskultur oder von der 
Durchschnittszahl der resistenten Bakterien pro Kultur ausgehen. Die 
fir T1 und B. coli B errechneten Resistenzmutationsraten lagen mit der 
GréBenordnung von 107 bis 10% pro Bakterienzellteilung im Bereich der 
allgemein bei Mikroorganismen zu beobachtenden Mutationsraten. Das 
bedeutet, daB in etwa 108 Bakterien (1 Kolonie) alle genetischen T'ypen, 
die durch einen Mutationsschritt zu erreichen sind, auftreten und fiir eine 
Selektionswirkung verfiigbar werden konnen. Solange die Mutanten im 
Vergleich zu den iibrigen Individuen der Kultur keinen selektiven Vorteil 
besitzen, erscheint die Kultur einheitlich. Das Anlegen bestimmter 
Selektionsfaktoren, wie z. B. spezifisch wirkender Phagen, laBt den hete- 
rogenen Charakter einer Bakterienpopulation jedoch deutlich in Er- 
scheinung treten. 

Uber die spontane wie induzierte Mutation von Phagensensibilitat — 
Phagenresistenz liegen zahlreiche Untersuchungen vor (BEALE 1948, 
Bryson u. Davipson 1951, DerpriicKk 1948, Demprec u. Fano 1945, 
GrzeLorus u. Fries 1952, Granam u. Netson 1953, KAPLAN 1950, 
Kueczkowska 1950, J. u. E. LepERBERG 1952, Luria u. DELBRUCK 
1943, NewcomBeE 1948, ScHOLTENS 1936). DaB auch die spontane Re- 
version von Resistenz — Sensibilitat vorkommt, ist nach dem, was tiber 
Mutation und Riickmutation bekannt ist, zu erwarten. Eine quantitative 
Analyse dieses Mutationsschrittes ist jedoch mit den fiir die Erforschung 
der Resistenzmutation entwickelten Techniken nicht méglich. Man kann 
wohl in Gegenwart eines Antibioticums oder eines Phagen aus einer 
sensiblen Kultur resistente Mutanten isolieren; auch ist es technisch 
moglich, z. B. Mutationen nach Streptomycin-Unabhangigkeit in Str.- 
abhangigen Bakterienpopulationen (als besonderer Form der Resistenz) 
mu erfassen (LaBRUM 1953). Fur die Isolierung sensibler Mutanten aus 
einer Population resistenter Bakterien lift sich aber kein bestimmter 
Selektionsfaktor einsetzen. Bei einer phagenresistenten Kultur von Bac. 
megaterium war es nun infolge einer engen Kopplung von Phagensensibi- 
litat und Koloniecharakter moglich, quantitative Untersuchungen iiber 
diesen m. W. bislang nicht untersuchten Mutationsschritt durchzuftihren. 
Uber das Ergebnis wird im folgenden berichtet. 


Material und Methoden 
1. Bakterien und Phagen 


Aus der lysogenen Kultur Bac. megaterium 899 (H +)o war der sporogene Stamm 
M 30 als De-Lysogenante (Verlust des Prophagen) isoliert worden (StToup 1957). 
M 30 verhalt sich sensibel fir den homologen Phagen der Elternbakterien und ist 
auBerdem sensibel fiir eine virulente Mutante O J (bildet Plaques auf M 30, besitzt 
aber keine Lysogenisationsfahigkeit) und fiir eine supervirulente Mutante C2 
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(bildet Plaques auf M 30 und der lysogenen Ausgangskultur). C 1 und C 2 sind als 
Mutanten des homologen Phagen H* isoliert worden. 
M 30 bildet Kolonien vom Rauhtyp (Abb.1, kleine Kolonien). Unter der Ein- 
wirkung von C 1-Phagen wurden M 30/C 1-Stiimme isoliert, die sowohl vom Rauh- 
Typ (R- Form) als auch vom Glatt-Typ (S-Form) waren. Der fiir die Untersuchungen 
eingesetzte Stamm M 30/C 1G1 bildet groBe, stark schleimig-waBrige Kolonien 
(Abb. 1, die beiden groBen Kolonien). Die Vermehrungsgeschwindigkeit von 
M 30/C 1G ist betrachtlich gréBer als die von M 30, Abb.1 zeigt die Entwicklung 


Abb. 1 Abb. 2 


Abb. 1. M 30 (kleine) und M 30/C 1 Gl (grobe Kolonien), als Sporengemisch aufgespriiht, Entwicklung 
24 Std bei 37° C 


Abb. 2. GréBen- und Strukturunterschiede bei gleichalten M 39-und M 30/C 1 Gl-Kolonien (wie Abb. 1) 


im Gemisch gleichzeitig aufgespriihter Sporen von M 30 und M 30/C 1G nach 
24 Std. In Abb.2 wird der Unterschied in der GréBe und in der Oberflachen- 
beschaffenheit gleichalter Kolonien noch deutlicher, 


2. Erkennen der Mutanten 

Wenn eine Kinzelkolonie von M 30/C 7 Gl auf Schragréhrchen itiberimpft und die 
sich entwickelnde Kultur tiber einige Passagen vermehrt wird, dann ist zu beobach- 
ten, da der Stamm immer mehr seinen Glatt-Typ-Charakter verliert und daB die 
nach der Populationsverschiebung schlieBlich auftretende Rauhform wieder fiir 
C 1-Phagen sensibel ist. Trotz gréBerer Vermehrungsgeschwindigkeit von M 30/C 1Gl 
setzen sich die Mutanten des Rauhtyps (im folgenden als M 30/C 1 .R bezeichnet: 
s = sensibel; R — Rauhtyp) durch und verandern so den Kulturcharakter. Die 
Ursache dafiir liegt in der Fahigkeit der M 30/C 1,R-Mutanten, sich nach Beendi- 
gung des Wachstums der JM 30/C 1 Gl-Bakterien noch weiter zu vermehren und 
dadurch das Verhaltnis von M 30/C 1 Gl: M 30/C 1,R bei jeder weiteren Uber- 
impfung zu Gunsten von M 30/C1;R zu verschieben. LaBt man einzelne Glatt- 
Kolonien (Abb.1) nach Abschlu8 ihrer maximalen Entwicklung 2—3 Tage altern, 
dann sinkt die zuvor konvex erhobene, schleimige und hyaline Koloniemasse in sich 
zusammen, und es tritt die Entwicklung von Sekundirkolonien des Rauhtyps in 
Krscheinung (Abb.3). Ihre Anzahl entspricht den wihrend der Kolonieentwicklung 
erfolgten Mutationsschritten von Glatt — Rauh. Nachdem durch die Isolierung 
zahlreicher Sekundirkolonien sichergestellt war, da8 es sich hierbei um fiir © / 
sensibel gewordene Mutanten handelt, konnte die Mutation von Glatt —~ Rauh mit 
der von Resistenz —> Sensibilitaét gleichgesetzt werden. Die Richtigkeit dieser Fest- 
stellung liBt sich durch folgenden Versuch demonstrieren: Auf eine dicht beimpfte 
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Platte (1M 30/C 1 Gl-Sporen) wird ein Tropfen konzentrierter C /-Lésung aufgesetzt. 
Nach etwa 2 Tagen werden die in dem M 30/C 1Gl-Rasen sich entwickelnden 
Sekundarkolonien auf erhalb der Phagenzone deutlich erkennbar (Abb.4). Im 
Bereich der Phagenwirkung selbst bleibt ihre Entwicklung aus, oder einige in der 
Tiefe der Agarschicht (Doppelschichtmethode) zur Entwicklung olemncrs 
Bakterienkolonien werden lysiert und erscheinen als helle Punkte (siehe auch 
lysierte Kolonien in der Randzone!). Der Grundrasen der resistenten M 30/C 1 Gl- 
Bakterien bleibt demgegeniiber unbeeinfluBt. Die schwache Aufhellung im Bereich 


ma 


Abb. 3 Abb. 4 
Abb. 3. Ausschnitt einer Einzelkolonie des Typs 30/C 1G, 4 Tage alt, mit Mutantenklonen des 
Typs M 30/C 1 .R 


Abb. 4. Wirkung von C 1-Phagen auf eine mit M 30/C 1 Gl beimpfte Ni&ihrbodenplatte 
(Erklirung im Text) 


des aufgesetzten Phagentropfens hangt mit der unter der Fliissigkeit bestehenden 
schlechteren Sauerstoffversorgung und damit weniger tippigen Entwicklung der 
streng aeroben Bakterien zusammen. Derselbe Effekt 148t sich auch mit einem 
phagenfreien Fliissigkeitstropfen erreichen. 


3. Bestimmung der Mutationsrate 


M 30/C 1 Gl-Sporen (15 min auf 90° C erhitzt) wurden mit Hilfe eines Zerstaéuber 
auf Nahrboden (NB) A (Zusammensetzung unter 5.) in Petrischalen fixiert. Die Ver- 
diinnung wurde so gewahlt, daB etwa 10—20 Einzelkolonien zur Entwicklung kamen. 
Die Anzahl der in einer Kolonie erfolgten Mutationsschritte wurde durch Auszihlen 
der Sekundarkolonienermittelt. Die Bestimmung wurde nach 4 Tagen durchgefiihrt. 
Bis dahin waren auch die in den Randzonen der Kolonien spat entstandenen Muta- 
tionen makroskopisch als Mikrokolonien erkennbar (Abb.3). Die Gesamtzahl der eine 
Kolonie bildenden Bakterien wurde nephelometrisch bestimmt (Photometer Eppen- 
dorf). Da zu dem Zeitpunkt der Auswertung die R-Mutanten weniger als 0,1% der 
Gesamtzahl der Bakterien ausmachten, wurde die nephelometrisch fiir eine Kolonie 
bestimmte Zellzahl bei der Errechnung der Mutationsrate ohne Korrektur fiir den 
Mutantenwert eingesetzt. Bei den vorliegenden Versuchsbedingungen war es nicht 
angebracht, die Mutationsraten pro Bakterium und Zellgeneration zu berechnen, 
da wahrend der Entwicklung einer Einzelspore zur Kolonie die Zellzahl mit jeder 
Generation zunimmt. Anders liegen die Verhaltnisse z. B. dann, wenn in einem 
Chemostaten die Zellzahl kiinstlich konstant gehalten wird. Aus diesem Grunde ist 
die Mutationsrate pro Bakterium und Bakterienzellteilung berechnet worden. Die 
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Anzahl der Zellteilungen (n), die zur Bildung einer Kolonie fiihren, ergibt sich aus 


der Gesamtzahl der Bakterien (V) als » = N —1. Die Mutationsrate (u) pro 
‘ m 
Bakterium und Bakterienzellteilung ist gegeben durch den Quotienten uw = = 
(m = Anzahl der Mutationsschritte;n = Anzahl der Zellteilungen). Dan = N ist (fiir 
hohe Zellzahlen), ist fiir die Errechnung der Mutationsrate lediglich die Bestimmung 
der Anzahl der Mutantenklone und der Gesamtzahl der Bakterien einer Kolonie 
erforderlich. Im Prinzip ist die hier beschriebene Technik mit der von Ryan, 
Scuwarz u. Frrep (1955) entwickelten Papillenmethode (angewendet fiir die 
Mutation von Histidinbediirftigkeit + Histidin-Prototrophie) zu vergleichen. 


4. Bestimmung der Phagenadsorption 
Fiir die Bestimmung der Adsorption von C1 und C2 an M 30/C 1G1 baw. 
M 30/C 1,R und der Vermehrung der beiden Phagen auf den genannten Bakterien- 
stémmen wurde der streptomycinresistente M 2/str als Indicator benutzt (Ermitt- 
lung des Gehalts an freien Phagen). 


5. Ndhrbéden 


Die Bakterien-Stammkulturen wurden auf NB. E gehalten, auf dem sie optimal 
sporulieren. Die Bestimmung der Mutationsraten erfolgte auf NB. A (Sporenbildung 
ist auf diesem sehr nahrstoffreichen Substrat nur vereinzelt zu beobachten). 

Phagenteste wurden nach der Doppelschicht-Methode durchgefiihrt (Unter- 
schicht: NB. C mit 1,8% Agar, Oberschicht: NB. A mit 0,894 Agar); bei Verwen- 
dung von M 2/str als Indicator Zusatz von 2 y Streptomycin/ml. 

Die Phagen-Stammlésungen wurden in Nahrlésung NB. A (steril filtriert durch 
Membranfilter) bei4°C aufbewahrt. Die Bebriitungstemperatur war bei allen Ver- 
suchen 37° C, 

Zusammensetzung der Nahrbéden: 

NB. A: NB. C, angereichert mit Casamino acids (Difco) 0,594 und Yeast extract 
(Difco) 0,1%. 

NB. C: Nutrient broth (Difco) 0,89; Ca (NO3), 0,024; FeSO, - 7 H,O 0,001%; 
Mn8SO,- H,O 0,001%. 

NB. E: Nutrient broth (Difco) 0,2%; Glucose 0,19; FeSO,- 7 H,O 0,001%; 
Mn8O, - H,O 0,001%. 

pu-Werte fiir alle Nihrbéden 6,8—7,0. 


Ergebnisse 


1. Mutation von Phagenresistenz > Phagensensibilitét 
(1. Reversion) 
Fiir eine Anzahl von Kolonien eines Versuchsansatzes wurde a) die 
Gesamtzahl der Bakterien (N) und b) die Anzahl der Mutationsschritte 


(m) bestimmt. Insgesamt wurden 120 Kolonien ausgewertet (Abb. 5). Das 


m SS es dee Ge . . E ce es 
vy ergibt fiir die einzelnen Populationen (Kolonien) jeweils 


eine bestimmte Mutationsrate. Um die Haufigkeit des Auftretens der 
Sensibilitétsmutation in verschieden groBen Populationen zu erfassen, 
wurden bewuft Kolonien verschiedener Gro8en (bis zu 2 em Durch- 
messer) ausgewertet. Die GréBenunterschiede gleichalter Kolonien stehen 
zur Lage auf der Nihrbodenplatte in Beziehung: Freiliegende Kolonien 


Verhaltnis 
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werden in 4 Tagen wesentlich gréfer als eng nebeneinander sich ent- 
wickelnde. Abb.5 1a8t erkennen, daB mit zunehmender Gesamtzahl der 
Bakterien einer Kolonie die Anzahl der Mutationsschritte erwartungs- 
gemaB ansteigt. Fiir die einzelnen Kolonien wurden Mutationsraten von 


150 


730 


Anzahl Mutatronen/Xol. 
g 


Caroma, ee SAG TH GOe Ol: te Ew IS 1697 180 Dai dived oP 
Gesomtzohl Bokterien / Kol. 108 
Abb. 5. Gesamtkeimzahl und Anzahl der Mutationen fiir 120 Kolonien 
Tabelle. 1. Berechnung des arithmet. Mittels x 
ee eich ene Haute Syntadt Abwelchung Prod. 
1,25— 2,24 ie 6 5,00 —3 —18 
2,25— 3,24 Dale iwi 14,16 —2 — 34 
3,25— 4,24 ayells) 24 20,00 —{ — 24 
4,25— 5,24 Ao Lo Py 22,50 * 0 —76 
5,25— 6,24 (Bplay 19 15,84 +1 + 19 
6,25— 7,24 6,75 14 11,67 2 + 28 
7,25— 8,24 WS 6 5,00 3 + 18 
8,25— 9,24 8,75 4 3,34 4 + 16 
9,25—10,24 9,75 2 1,66 Is + 10 
10,25—11,24 10,75 1 0,83 6 al (5) 
120 100,00 + 97 
Summe -+ 21 
X;—X, 2 
= ie a) 
21 
d — 1- 10-8 (= KlassengréBe) b= 0s 0,175 


= durchschn. Abweichung von 2 108% = 4,75 + 0,175 = 4,93 
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1,68 - 10-8 bis 11,25 - 10-8 ermittelt; die Variationsbreite betragt somit 
9,57 - 10-8. Das arithmetische Mittel (2) betragt 4,93 - 10-§ (Tab.1). Die 
Streuung (s = mittl. quadratische Abweichung) ist 1,88 (Tab.2), der 


Tabelle 2. Berechnung der Streuung s 


Zi | ay a;* 2° Ay | eee a,? 

—3 9 —18 | 54 

17 —2 4 — oi?) 68 

24 =f 1 So i 24 
27 0 0 —76 

19 +1 1 +19 19 

I4 Brent mid fe 28 Ti|entBG 

6 Sue} 9 418 54 

4 Fa hn AE (- + 16 64 

2 5) yf 285 + 10 50 

! 6 | 36 + 6 36 
) OS OF 

Summe -+ 21 | 425 

SHEE ¥, az N — 
— a= Rey by 
// aca cre ry 3,57 — 0,03 = 1,88 


mittlere Fehler des Mittelwertes a. = 0,17. Aus den 120 Populatio- 


nen ergibt sich somit ein mittlerer Wert fiir die Mutationsrate von = 
(4,93 + 0,17) - 10-8 pro Bakterium und Bakterienzellteilung. 


% 


20 


Hautigkert 
S 


425 225 325 425 5,25 625 325 825 925 1025 na5x78 
/Tufotronsrate 


Abb. 6. Hiiufigkeitsverteilung der Mutationsraten (120 = 100%) 


Abb.6 zeigt die Haufigkeitsverteilung der fiir die einzelnen Kolonien 
ermittelten Mutationsraten. 
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2. Adsorption von Cl bzw. C2 an M30/C1 bzw. M30/C1sR 

Zu einer Bakteriensuspension (etwa 108 Bakt./ml) wurden ca. 10° 
Phagen/ml zugesetzt und der Gehalt an freien (nicht adsorbierten) Phagen 
fortlaufend bis zu 60 min Reaktionsdauer auf M 2/str getestet. Ergebnis: 
C1 wird nur von M30/C1,R adsorbiert, C2 von beiden Bakterien- 
stammen. 


3.Vermehrung von Cl bzw. C2 auf M30/C1GI bzw. M30/C1sR 


100 ml NL. A wurden jeweils mit 10° Bakt./ml beimpft und nach Zu- 
satz von Phagen bei Durchliiftung kultiviert. Zu Beginn des Versuchs 
und nach 17 Std wurde der Gehalt an freien Phagen auf M2/str getestet. 


Ergebnis: 
CH C2 
Bakt. (Konz./ml) (Konz./ml) 
Beginn | 17 Std Beginn | 17 Std 
M 30/C 1Gl 110 3,0 - 10° 48 4 - 108 
M 30/C1 sR 110 6,2 - 108 48 9 - 109 


Der Versuch zeigt, daB sich C2 sowohl auf dem CJ-resistenten M30/C1 
Gl als auch auf M30/C1,R vermehrt. Der Phage C1 erreicht demgegen- 
iiber nur auf 30/C1,R einen hohen Titer. DaB auch in dem Versuchs- 
ansatz mit dem an sich resistenten M30/C1 GI eine Vermehrung der C1- 
Phagen von 110 auf 3,0 - 10°/ml erfolgt ist, liegt wohl daran, da einmal 
eine geringe Anzahl von sensiblen Mutanten schon im Impfmaterial ent- 
halten ist und da8 bei der Vermehrung der Bakterien weitere Mutanten 
produziert werden, die infolge ihrer Lysis den Titer fiir CZ erhéhen. (Wenn 
auch der Mutationsschritt zur Sensibilitét nur mit einer Rate von Hi10-* 
pro Bakterium und Zellteilung erfolgt, so ist der Gehalt an Mutanten in 
einer Kultur, wie schon an anderer Stelle ausgefiihrt worden ist, wesent- 
lich groBer als 5 in 108 Bakterien, weil sich die Mutanten noch vermehren, 
wenn das maximale Wachstum der Elternbakterien schon erreicht ist. 
Aus der Populationsverschiebung kann schlieBlich, wie schon erwahnt, 
eine Transformation der gesamten Kultur resultieren.) 


4. Mutation nach C2-Resistenz 
C2-resistente Mutanten waren ausnahmslos auch resistent fir CJ, 
G1-resistente Mutanten jedoch sensibel fiir C2. 


5. O1-Resistenzmutation sensibler M30/C1 R-Bakterien 
(2. Reversion) 
Folgender Versuch sollte iiber die Mutation sensibel gewordener Bak- 
terien (vom Typ M30/C1,R) zur C1-Resistenz Aufschlu8 geben: Von 
einem Gemisch aus 10? Bakt./ml und 2,5 - 108 Phagen/ml wurde nach 
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einer Adsorptionszeit von 45 min jeweils 1 ml auf getrockneten NB. A- 
Platten ausgespatelt und die Anzahl der resistenten Mutanten nach 
24 Std ermittelt. Auf 14 Platten (entspricht 1,4 - 10° Bakt.) kamen ins- 
gesamt 80 resistente Kolonien zur Entwicklung; davon zeigten 26 den 
S-Typ und 54 den R-Typ (es ist zu beriicksichtigen, da diese Werte 
nichts tiber die Mutationsrate aussagen). Das Ergebnis zeigt, dai bei der 
Reversion eines Merkmals nicht unbedingt der status quo in bezug auf 
andere Merkmale restauriert werden mu: CJ-resistente Bakterien vom 
S-Typ (M30/C1 Gl) mutieren zum R-Typ und werden dabei gleichzeitig 
sensibel fiir C7. Diese Sensiblen kénnen ihrerseits nun wieder nach C1- 
Resistenz mutieren. Das morphologische Merkmal der resistenten Aus- 
gangsform (S-Typ) muB aber nicht zwingend an den Resistenzmutations- 
schritt gekoppelt sein. Es ist anzunehmen, daB in umgekehrter Weise bei 
der Mutation von 30/C1 Gl nach C1-Sensibilitat auch sensible Bakte- 
rien vom S-Typ auftreten (so daB die Mutationsrate fiir die Reversion zur 
Sensibilitat auf beide morphologische Typen bezogen hoher liegt, als fiir den 
M30/C1,R-Typ ermittelt wurde. Das Erkennen der Sensiblen vom S-Typ 
ist mit der fiir die Gewinnung der R-Typen entwickelten Technik jedoch 
nicht méglich). Es konnte nachgewiesen werden, daf vereinzelt in einer 
Population von M30/C1 Gl auch Rauhformen auftreten, die fiir CZ nicht 
sensibel sind, sondern sich resistent verhalten (Typ 130/C1 R). Da die 
GréBenordnung bei 1°/9, der sensiblen R-Formen liegt, sind die fiir den 
Mutationsschritt 130/C1 Gl — M30/C1,R ermittelten Raten durch 
diesen Faktor ebenfalls nur mit einem Fehler von 1°/,, belastet. 


Diskussion 

Die Fahigkeit, fiir Gifte und schidigende Einwirkungen anderer Art 
resistent zu werden, zaihlt zu den auffallendsten Eigenschaften tierischer 
wie pflanzlicher Organismen. Das Auftreten resistenter Typen bei der 
chemischen Bekimpfung krankheitserregender Mikroorganismen und 
schadlicher Insekten ist fiir Medizin und Landwirtschaft von gréBter 
praktischer Bedeutung. Diese Tatsache hat dazu beigetragen, da den 
Resistenzerscheinungen auch von Seiten der theoretischen Biologie sehr 
groBes Interesse entgegengebracht worden ist. Es darf heute als experi- 
mentell erwiesen betrachtet werden, daB resistente Typen (Varianten) in 
Bakterienpopulationen durch Mutation entstehen. Soweit hieriiber 
genaue Analysen durchgefiihrt wurden, beruht das Resistentwerden einer 
Kultur nicht darauf, daB die Gesamtheit der Individuen einer urspriing- 
lich sensiblen Population durch physiologische Adaptation die Resistenz 
 erwirbt’*, sondern auf der selektiven Entwicklung einzelner resistenter 
Mutanten. Das gilt fiir die Resistenz gegeniiber chemotherapeutischen 
Substanzen (z. B. Sulfonamide, Antibiotica) (DEmMEREC 1948, Lurta 
1946, OakBERG u. Lurta 1947, WaranaBeE u. Mitarb. 1957) ebenso wie 
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fiir die Phagenresistenz. Man mu sich der Tatsache bewuBt sein, daB die 
Eigenschaften von Bakterienkulturen aus der Summe der Higenschaften 
einer sehr groBen Zahl von Hinzelzellen resultieren, und daB eine Bak- 
terienkultur im genetischen Sinne eine sehr heterogene Population dar- 
stellt, auch wenn ihre Entwicklung von einer einzelnen Zelle ausgegangen 
ist. Solange spontan auftretende Mutanten in einer Population den 
iibrigen Individuen gegeniiber ohne Selektionsvorteil sind, treten 
sie infolge zahlenmafiger Unterlegenheit nicht in Erscheinung. Erst 
das Anlegen eines Selektionsfaktors (z. B. Phage oder Antibioticum) 
oder das natiirliche Vorhandensein eines Selektionsvorteils (z. B. schnel- 
lere Vermehrung) li8t die Mutanten in Erscheinung treten. Wahrend bei 
der Antibiotica-Resistenz ein stufenweises ,,Hinaufmutieren™ (bis zur 
Vertraglichkeit einer maximalen Grenzkonzentration) zu beobachten ist, 
kennt die Phagen-Resistenz keine Zwischenstufen: Die Bakterien be- 
sitzen entweder vollstandige Resistenz, oder sie verhalten sich sensibel. 
Fiir das Streptomycin konnte WaTanaBE (1957) den Beweis erbringen, 
daB die Substanz selbst keine spezifisch mutagene Wirkung besitzt, unddaB 
allein Spontanmutation und Selektion das Aufkommen von resistenten 
Typen bestimmen. Die spontane Mutationsrate 14Bt sich aber z. B. durch 
Strahleneinwirkung erhéhen (Rusrn 1954; fir Streptomycin-Resistenz). 

Die Resistenz gegeniiber Phagen ist im allgemeinen mit der Unfahig- 
keit der Bakterien zur Phagenadsorption verkniipft. Es fehlt den Resi- 
stenten die notwendige Receptorsubstanz (BEUMER 1953). Da jedoch 
Resistenzmutanten bekannt sind, die ohne nachfolgende Lysis den 
Phagen adsorbieren, und da selbst eine erzwungene Lysis phagenresi- 
stenter Mutanten moglich ist (WEIDEL 1952), ist der Begriff ,,Resistenz“ 
nach JAcos u. Mitarb. (1953) auch fiir alle hinsichtlich des Mechanismus 
nicht geklarten Falle der Widerstandsfihigkeit gegeniitber Phagen anzu- 
wenden. Die prophagen-induzierte Widerstandsfahigkeit lysogener Bak- 
terien fiir ihren homologen Phagen wird demgegeniiber als ,, bmmunitat” 
bezeichnet. 

Da8 cine Resistenzmutation mit morphologischen Anderungen im 
Kolonietyp gekoppelt sein kann, wie bei der CJ-resistenten Mutante 
M30/C1 Gl (Abb.1), ist mehrfach beschrieben worden (Lurra u. DEL- 
prick 1943). Auch die Kopplung von Phagenresistenz mit bestimmten 
Stoffwechselanderungen (DeLprick 1948, Gors u. Mitarb. 1954, 
Wo.ttman 1947), mit Anderungen im Verhalten gegeniiber anderen 
Phagen (BRANDIS 1956) und Antibioticis (WALLMARK 1954) sowie mit 
Virulenzanderungen der Bakterien (PARK 1956) wurde beobachtet. Fiir 
verschiedene Phagen treten bei der Resistenzmutation charakteristische 
Raten auf (DEMEREC u. Fano 1945). Die Spontanmutation zur Phagen- 
resistenz kann, wie bei der Antibioticaresistenz, durch mutagene Agen- 
tien verstarkt werden (GuzELorus u. FRIES 1952, Kapian 1950). Bei 
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UV-induzierten Resistenzmutationen ist der Typ der Resistenten (unter- 
sucht fiir B/7'1) in bezug auf das Verhalten gegeniiber anderen Phagen 
von den spontan entstehenden Resistenten verschieden (BRYSON u. 
Davipson, 1951). Die Resistenzmutation scheint sehr haufig durch 
Pleiotropie ausgezeichnet zu sein. 

Uber den Populationswechsel zwischen S- und R-Typen liegen hin- 
sichtlich der Beziehung zum Stoffwechsel der Bakterien verschiedene 
Untersuchungen vor (ALTENBERN u. GinozA 1954, ALTENBERN u. 
Mitarb. 1957). Ivanovics u. Mitarb. (1957) isolierten aus einer S-Typ- 
Kultur von Bac. megaterium eine R-Mutante, die sich im Gegensatz zur 
Ausgangskultur fiir einen Phagen als resistent erwies. Die Mutation von 
M30/C1 Gl nach M30/C1 ,R beweist, daB auch der genau umgekehrte 
Fall vorkommt, so da® solche Beziehungen nicht verallgemeinert werden 
k6énnen. 

Schon einleitend wurde darauf hingewiesen, daB es sich bei den phagen- 
resistenten Varianten in einer sensiblen Kultur um unabhingig von den 
Phagen entstandene Mutanten handelt (indirekte Beweise durch Luria 
u. DELBRUCK 1943; direkte Beweise mit der Replikatechnik durch J. u. 
E. LepERBERG 1952). DaB spontan und von Phagen unabhangig in einer 
Kultur resistenter Bakterien auch sensible Mutanten auftreten, haben 
die eigenen Untersuchungen gezeigt. Da die Mutationsschritte bei diesem 
System direkt gezihlt werden kénnen, sind die Voraussetzungen fir 
quantitative Mutationsstudien besonders giinstig. Die Ermittlung der 
Mutationsrate wird nicht durch Differenzen in der Vermehrungs- 
geschwindigkeit von Elternbakterien und Mutanten beeintrachtigt (was 
bei indirekten Methoden méglich ist), und auch eine Verzégerung in der 
phaenotypischen Ausbildung der Sensibilitatsmutationen, wie sie NEw- 
COMBE (1948) fiir Resistenzmutationen beobachtet hat, ist bei der ange- 
wandten Technik fiir die Bestimmung der Mutationsrate ohne Bedeutung. 

Bei der Mutation von M 30 — M 30/C 1 Gl bleibt die Sensibilitat fiir 
C 2 erhalten. Demgegeniiber verhalten sich aus M 30 gewonnene M 30/C 2- 
Mutanten, soweit beobachtet, gleichzeitig resistent fiir C 2 und C 1. 

Die Reversion von Resistenz — Sensibilitat ist in dem untersuchten 
System so eng an die Reversion von Glatt-Typ + Rauh-Typ gekoppelt 
(nur etwa 1/5, der Rauh-Mutanten sind nicht sensibel), da& sich aus der 
Ermittlung der R-Mutationen die Bestimmung der Sensibilitétsmutationen 
ergibt, soweit es sich um Sensible vom R-Typ handelt. Da& Kopplungen 
zwischen Rauh, Glatt, Resistenz und Sensibilitaét in den verschiedenen 
Kombinationen méglich sind, zeigt die Resistenzmutation einer durch 
Mutation entstandenen sensiblen R-Kultur (2.Reversion), bei der 
resistente S- und k-Typen im Verhaltnis von 1:2 auftraten. Das Riick- 
mutieren nur eines der beiden bei der Mutation zur Sensibilitit gekoppel- 
ten Merkmale kann auf der Wirkung eines Supressor-Gens beruhen. Bei 
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der Einbeziehung weiterer (physiologischer) Merkmale wiirde sich ver- 
mutlich noch deutlicher zeigen lassen, daB Reversionen, die ein bestimm- 
tes Merkmal betreffen, nur selten den status quo wiederherstellen. 


Zusammenfassung 

Fiir die spontane und von Phagen unabhangige Mutation von Phagen- 
resistenz — Phagensensibilitat (1. Reversion) wurde bei Bac. megateriwm 
M 30/C 1G eine Mutationsrate von (4,93 = 0,17) - 10-* pro Bakterium 
und Bakterienzellteilung ermittelt. Da der Mutationsschritt zur Phagen- 
sensibilitat mit einer Anderung des Koloniecharakters eng gekoppelt 
war, konnte die Anzahl der sensiblen Mutantenklone in resistenten 
Bakterienpopulationen (Kolonien) direkt bestimmt werden. Bei der 
Resistenzmutation sensibler Mutanten (2. Reversion) wurde festgestellt, 
daB an die Rickmutation zur Phagenresistenz nicht unbedingt die 
Wiederherstellung des morphologischen Merkmals der urspriinglich 
resistenten Bakterien gekoppelt sein mul. 
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Entwicklungsgeschichtliche Untersuchungen 
an zentrischen Diatomeen 


ILL. Die Spermatogenese von Melosira moniliformis Agardh 


Von 
H. A. VON STOSCH* 


Mit 5 Textabbildungen 


(Hingegangen am 3. April 1958) 


Bei der Schilderung der oogamen Entwicklung von Melosira varians 
(v. Sroscu 1951) blieben Liicken, die die Vorgange bei der Meiosis in den 
Spermatogonien, insbesondere die Bildung der GeiBeln, betrafen. Diese 
konnten bei dem recht kleinen Objekt, das damals auch nur vom natiir- 
lichen Standort zur Verfiigung stand, nicht im Leben untersucht werden. 
Bei einem Aufenthalt in List auf Sylt war es moéglich, die fehlenden 
Beobachtungen an der gré%eren marinen Art Melosira moniliformis nach- 
zuholen. Diese verhalt sich in den typologisch wichtigen Punkten wie die 
friiher beschriebene Si®wasserform. 


Material und Methode 


Die gewohnlich in Rasen von Benthosalgen eingewebt lebende fadenbildende 
Diatomee wurde am 19.8. 1953 aus einer Planktonprobe isoliert und der Klon 
darauf in Erdschreiberlésung kultiviert, die 10 mg SiO,/1. zusiatzlich enthielt. Sie 
ging in der dritten Subkultur bei etwa 40 « Breite der Zellen nach einer Zeit vege- 
tativer Entwicklung in Spermatogonbildung tiber und zwar bevorzugt an den 
Stellen der Faden, welche mit dem Boden der GefaBe und seinem Bakterienaufwuchs 
in Beritthrung waren. M. varians verhalt sich kultiviert ganz aihnlich. Auxosporen 
entstanden damals nicht, doch wurde 1954 in List erneut ein Klon angezogen und 
spiter in Darmstadt weiter gehalten. Dieser lieferte neben Spermatogonen auch 
eine Anzahl Auxosporen, die als vergroBerte Stiimme weitergefiihrt werden konnten. 
Die Art ist also, wie alle bisher naher daraufhin untersuchten Centrales (etwa 20) 
einhausig. 

Aus den Kulturen wurden in Spermatogenese befindliche Faden in die frither 
beschriebene Durchstr6mungskammer (v. StoscH 1954) eingebracht. Sie befanden 
sich damit in Nahrlésung zwischen dem Deckglas und einer gespannten Zellophan- 
membran, die letztere auf der Unterseite vom Nahrmedium bespiilt, und konnten 
mit der Wasserimmersion 90 /num Ap. 1,20 von Leitz beobachtet und photo- 
graphiert werden. Die Abbildungen wurden zum gréBten Teil durch (zum Teil 
kombinierendes) Uberzeichnen der Mikroaufnahmen, zum kleineren nach wihrend 
der Beobachtung gefertigten Skizzen hergestellt. Dauerpraparate (Alkohol-Eis- 
essig, HIKE) wurden nach den friither verwendeten Methoden angefertigt (v. SroscH 
1956). 


* Herrn Professor Dr. A. Ripren zum 70. Geburtstag. 
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Beobachtungen 

Wie fiir Melosira varians geschildert, gehen auch bei M. moniliformis 
die Spermatogonien als etwas vereinfachte Zellen geringerer Hohe durch 
eine Anzahl von Differenzierungsteilungen aus der vegetativen Zelle her- 
vor, so daf{ Gruppen von 4, 8, 16, 32 oder vielleicht noch mehr Gonoto- 
konten entstehen. Doch kommen durch verzégertes Umschalten zur 
Meiosis auch Zahlen vor, die nicht Potenzen von 2 sind. So zeigt Abb. 1a 
links zwei vegetative Zellen, 
anschlieBend eine Gruppe 
von 4 Spermatogonen, als 
erste Untereinheit eines 
Komplexes von 16 Zellen. 
Deren beide ersten Zellen 
machen spiter noch je eine 
weitere, also tberzahlige, 
Teilung durch; die beiden 
nachsten (Abb.1b) sind in 
Prophase der Meiosis; die 
daran nach rechts anschlie- 
Benden beiden Zellen re- 
prasentieren eine weitere 
Untergruppe von 4 Zellen, 
die aber die letzte Zytoki- 


nese nicht ordnungsgem4B — Abb. 1. Minnliche Faden von M. moniliformis (600 fach). 
Al heart haa au. b Gleiches Fadenstiick mit und ohne Blaufilter. Frtihe 
urchtuhrten, ein haunger meiotische und priimeiotische Stadien. ¢ Doppelsperma- 


«  i——- a 


al 


Defekt in unserem Material. togon reif. 5 von den 8 Spermien sichtbar. d Sperma- 
: ‘ > togonpaar 6ffnet sich. Die linke Zelle enthalt zahlreiche 
Sie sind ebenfalls in meioti- Bruchstiicke des Restkorpers 


scher Prophase. 

Es wird deutlich, daB die Plastiden wihrend der Differenzierungs- 
teilungen an Zahl je Zelle, Grobe und Farbstoffgehalt abnehmen, wie das 
fiir M. varians geschildert wurde. Vermutlich stehen GréBenabnahme 
und Nichtvermehrung in Zusammenhang. Als dritte Komponente tritt 
in diesen Nexus eine wahrscheinliche Erniedrigung der Generationsdauer 
dieser Zellen ein. Die letztere wurde zwar nicht direkt bestimmt, laBt 
sich aber an der Verringerung der Schalendicken im Verlauf der Teilun- 
gen ablesen. Die Hypovalven der Spermatogonien selbst sind zart, ent- 
behren jeder erkennbaren Feinstruktur und auch des Schalenmantels. 

Spermatogonmutterzellen, bei denen die letzte Furche nicht ,,durch- 
kam‘‘, scheiden an deren Oberfliche Membransubstanz aus, die sich bruch- 
sackartig in das Lumen vorwolbt (Abb. 1b, 1. und 2. Zelle von rechts; 
Abb.1c). Sie sind entweder 2kernig (2.Zelle von rechts) und liefern 
schlieBlich 8 Spermien, oder sie bilden einen Restitutionskern (1.Zelle 


von rechts), dessen Schicksal nicht bekannt ist. 
18* 
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Die Meiosis wurde vielfach in Einzelstadien ihres Ablaufs gesehen. 
Durchbeobachten konnten wir sie an 2 Schwesterzellen (1 und 2 der 
Abb.3) von der Prophase bis zur Ausbildung der Spermien. Die zeitlichen 
Verhaltnisse gibt die Legende von Abb.3. 

In jeder Telophase der Mitose riicken die Tochterkerne bei Diatomeen 
zunichst in das Zentrum der neu zu bildenden Membran. Nach deren 
Fertigstellung wandern sie bei Melosira in die Oberschale, wo sie bleiben, 
um schlieBlich gegen Ende der prophasischen Zellstreckung in den Wand- 
belag des Zellaquators zu gelangen (Abb. 2). Deutliche Prophasenstruktur 
der Kerne wird erst dann sichtbar. Da in der Interphase bei Melosira 
(siehe v. Sroscu 1951) Valvenrand auf Valvenrand sitzt, kann der Girtel 
der Unterschale erst bei diesem Auseinander- 
weichen der Schalen gebildet werden. 

Auch in der Einleitung der Meiosis findet 
diese umstandliche Kernwanderung statt. Doch 
beginnt die meiotische Prophase schon in der 
Hypovalva. Etwa im frithen Pachytan erfolgt 
die Wanderung in die Oberschale und vom 
Ftp inlay a ee spaten Pachytan on; dem bei Diatomeen kein 
M. moniliformis in spiter erkennbares Diplotan, sondern direkt die Dia- 
Tee rains aes kinese folgt, findet er sich dann im Zelliquator ; 

er ist hier aber im Gegensatz zur mitotischen 
Prophase nicht fixiert, sondern pendelt um diese Ruhelage, was im Leben 
gut zu beobachten ist. Ebenfalls abweichend von der Mitose geht dieser 
Wanderung in die Giirtellage keine Zellstreckung voraus; sie ist in die 
Zeit um die erste Teilung verschoben, und wenn sie erfolgt, wird ein 
Girtel an der Unterschale nicht gebildet. 

In der praimeiotischen Interkinese treten nur noch kleine schwach 
farbbare Nukleolen wieder in Erscheinung. Sie werden im Gegensatz zu 
M. varians, wo sie linger persistieren, schon in der frithen Prophase auf- 
gelést und in der Interphase zwischen den Reduktionsteilungen waren 
sie zwar im Leben zu erkennen (Abb.3f), farberisch aber nicht nachzu- 
weisen. Gleichlaufend mit diesen RNS haltenden Organen des Kerns 
verschwindet auch die Farbbarkeit des Plasmas, die sehr wahrscheinlich 
auf dessen Gehalt an Ribonukleinsiuren beruht. Auch das scheint ein 
allgemeines Verhalten wiihrend der Spermatogenese der Centrales zu sein, 
So wurde bei Biddulphia-Arten (v. SroscH 1956) bei noch starkerer 
Spezialisierung der Spermatogone friither Verlust der Nukleolen und der 
Basophilie des Plasmas beobachtet. 

Zur Metaphase (Abb.3d) scheint der Kern meist in die Hohlkehle 
zwischen Schalenflache und Schalenmantel der Oberschale verschoben 
zu werden. Er teilt sich hier mit schrig zur Lingsachse des Fadens 
gestellter Spindel, so daB die beiden Tochterkerne nicht in die gleiche 
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Radialebene zu liegen kommen (Abb.3b,e). Eine Zerschniirung des 
Plasmas unterbleibt; der Interphasenprotoplast ist ein 2kerniges 
Plasmodium. 

Kurz vor der 1.Metaphase beginnt die Zelle sich zu strecken, d. h. die 
Hypovalva aus der Ruhelage heraus gegen die Schwesterzelle als Wider- 
lager zu driicken und dadurch den Giirtel der Mutterzelle beider Sper- 
matogonien auseinanderzuschieben (Abb.3c). Der Vorgang dauert 


sit § 
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Abb. 3. Meiosis und Spermienentstehung in Spermatogonpaar (rechts ,,Zelle 1", links ,,Zelle 2°‘) von 
M. moniliformis nach Dauerbeobachtung: Beginn 21. 9. 1953, 17. Zellen kiirzlich durch Teilung ent- 
standen; a 22. 9., 11%, Z. 1 beginnt sich zu 6ffnen (etwa Metakinese), Z. 2 in spater Prophase;b 12*°, 
Z.1 Kontraktion des Protoplasten beginnt, Interphase. Um 13%* werden in Z.1 Gei®eln sichtbar, 
um 14°%—14!5 liuft die zweite Teilung ab; ¢ 14%, Z.1 Spermien umkreisen den Restkoérper, Z. 2 
beginnt sich zu 6ffnen; d 151°, Z.2 Kern in Teilung; e 15°, Z.2 friihe Interphase. Zelle maximal 
gestreckt. Um 15°* beginnt sich der Protoplast von der Wand abzulésen; f 16°°, Z. 2 Geifeln am oberen 
Kernhiigel, der andere Kern in der Vorwélbung links unten; g 164, Z. 2 oberer Kumulus mit GeiBeln 
und Plastid; h 167 ebenso; i 16%, Z.2 Kerne in Anaphase; k 16°*, Spermien von Z. 2 werden abge- 
stemmt, von der oben liegenden war nur das eine, anomalerweise einen Plastiden fiihrende noch zu 
sehen; 1 16°! ebenso, Korper des unteren Spermiums rundet sich. 182° waren die Spermien in beiden 
Spermatogonen noch in Bewegung um den Restkorper. Beobachtung abgebrochen 


30-40 min in die Interphase hinein und kommt dann zur Ruhe. Hinige 
Zeit danach hebt sich der Protoplast von der Wand ab und fallt in 
Spontanplasmolyse allmahlich auf weniger als die Halfte des maximalen 
Volumens zusammen. Das beginnt mit einigermafen gerundeten Menis- 
ken an der Schalenflache. Dagegen sind die Giirtelregionen ,,negative 
Plasmolyseorte*, zu denen sich das Plasma in einzelnen Strangen oder 
in breiten Fortsitzen noch etwa bis zum Ende der Teilungsvorgange 


hinspannt. In den Abbildungen kommt das nicht immer zum Ausdruck, 
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da die ihnen zugrundeliegenden Photos nur einzelne Ebenen darstellen. 
Wiirde die Schwellung in beiden Schwesterspermatogonien synchron 
laufen, so sollten durch sie die Schalen der Mutterzelle ge6ffnet werden. 
Da das aber, wie in dem hier geschilderten Beispiel, sehr oft nicht der 
Fall ist, schiebt nach dem Nachlassen des Turgors im ersten Spermatogon, 
das zweite nur dessen Unterschale in ihre Ruhelage zuriick (Abb. 3d), ohne 
da® der Offnungsgrad der Mutterzelle beeinfluBt wird. Tatsachlich findet 
man auch im fixierten Material sehr haufig Spermatogonpaare, die zwar 
reif, aber noch nicht getrennt sind. Wie man die Schwellung des Proto- 
plasten als eine verzégerte Prophasestreckung der Zelle auffassen kann, 
so liegt fiir die darauffolgende Deplasmolyse 
eine Deutung im Zusammenhang mit der 
normalen Zytokinese der Centrales nahe. Bei 
dieser wird waihrend der Furchung und der 
haufig auf sie folgenden Spontankontraktion 
ein erheblicher Volumverlust des Zellinhaltes 
bezogen auf die Mutterzelle herbeigefithrt 
(bei Stephanopyxis um etwa 30°). In der 
Abb. 4. Doppelspermatogon von Meiosis von Melosira wiirden sich also beide 
deepen peepee har ms Prozesse, die prophasische Streckung und 
der Vakuole geht nach vorn ein die an die Kinesen des Kerns gebundene 
kurzer Fortsatz aus, enthaltend = d £ ‘ : 
2 Interphasenkerne mit Geisel- Montraktion verspaten und ein relatives Unab- 
paaren, ein zweiter lingerer nach hg noiawerden von Kern- und Plasmavorgiin- 
rechts mit den beiden anderen 23 y 
Kumuli an einem Plasmaballen gen resultieren, wie es auch von anderen Ob- 
jekten aus Tier- und Pflanzenreich bekannt ist. 

In der frithen Interkinese sind die Kerne im Leben schlecht zu erken- 
nen, da sie zunichst eingeschlossen im Wandbelag liegen. Dann aber 
treten sie in Hiigeln, die sich immer stirker profilieren, tiber die 
zuriickweichende Plasmaoberfliche hervor. Der Grund dafiir kénnte in 
einer Erniedrigung der Oberflachenspannung am Plasmalemma liegen. 
Fiir sie spriiche dessen Neigung zur Améboidie in diesem Zeitraum, die 
sich in der Bildung fadenférmiger Pseudopodien ausdriickt. Die Kerne 
wiirden also durch die Spannung des Tonoplasten emporgehoben. 
Ks erscheint aber fraglich, ob dieses die Ursache oder die allein 
wirksame Ursache ist, da es auch zu knospenartiger Herausmodellierung 
der Kerne und ihrer plasmatischen Umgebung kommen kann, wenn 
die Vakuole anormalerweise nicht in Kernnahe ist (Abb.4). Das zeigt 
die Kxistenz nicht in der Gesamtkonstellation der Zelle liegender, 
sondern in der nachsten Umgebung der Kerne wirkender ,,Gestaltungs- 
krafte* an. 

Ktwa 50 min nach der Metaphase, nachdem etwas iiber die Hialfte der 
Interkinese verstrichen war, wurden an den Kernhiigeln der Zelle 2 die 
Geifeln sichtbar (Abb.3f). Sie waren zu der Zeit schon auseinander- 
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geriickt. Doch entstehen sie wie bei anderen Diatomeen (v. StoscH 1956) 
zu zweien von einem Punkt entspringend als kurze nur wenig bewegte 
Stummel (Abb.4), die dann gleichmaBig heranwachsen. Wahrend des 
Auseinanderweichens ihrer Basalpunkte verlingern sie sich weiter und 
Frequenz wie Amplitude ihrer Bewegung wichst. Dabei nimmt der 
Kumulus nierenformige Gestalt an (Abb.3g); die GeiBeln entspringen 
aus leichten Vertiefungen an diesem Korper. SchlieBlich stehen sie 
einander genau gegeniiber. Der Kernhigel hat dann in der Aufsicht fast 
rechteckige Form bekommen (Abb.3h); das entspricht wohl dem Kern- 
zustand der Metaphase. Die Diatomeen besitzen eine Zentralspindel, 
die seitlich an den Prophasekern herantritt, erst nur kurz ist und sich 
gegen die Metaphase hin streckt. Es ist anzunehmen, daf die Basalkérner 
der GeiBeln mit den Zentren der Spindel in naher raumlicher Beziehung 
stehen und deren Weg bei der Formanderung und Wanderung der Spindel 
etwa markieren. Zytologisch nachweisen konnten wir diese Beziehungen 
aber noch bei keinem Objekt. Die Spindelfigur wird eingehiillt von dem 
Plasmaanteil, der spaiter die Spermienkorper bildet. Plastiden werden im 
allgemeinen nicht in den Higel aufgenommen. Die Spermien sind gewohn- 
lich plastidenlos und der in Abb.3g—k gezeigte Kernhiigel stellt eine 
seltene Ausnahme dar. Die Wanderung der Plastiden und die Drehung 
der Kernfigur (Abb.3g—h) demonstrieren, da® zu diesem Zeitpunkt im 
Plasma starke Bewegungsvorginge ablaufen. 

Die Anaphase deutet sich durch die Kinschniirung der Kumuli (in 
Abb.3 im Profil und von oben zu sehen) an. Sie werden nun im Verlaufe 
weniger Minuten und synchron fir beide Teilungskerne zu schlanker 
Sanduhrform gestreckt. Wirksam ist dabei wohl der Stemmkérper, der 
vielfach bei Diatomeen zu enormer Verlangerung fahig ist. Er driickt das 
in den breiten Teilen an den Polen der Figur befindliche Kernmaterial 
vom Plasmarestkorper (Abb.3 k, 1) ab. AuBerdem mu man wohl eine 
gleichzeitige, die Basis des Kumulus einschniirende Plasmafurchung 
annehmen. Wahrend des Auseinanderweichens nimmt die Schlagfolge der 
GeiBeln stark zu und die Vorgaénge im Spermatogon werden turbulent. 
Man hat den Eindruck, da® die Schwimmbewegung der sich individual- 
sierenden Spermien die vollige Ablésung vom Restkorper wesentlich 
mitiibernimmt. Durch diesen eigentitmlichen Vorgang entstehen aus dem 
zweikernigen Plasmodium simultan 5 Einzelkorper, die vier Spermien 
und der Plasmarest, welcher die Hauptmenge des Zytoplasmas, die 
Plastiden und eine groBe Vakuole enthalt. 

Normalerweise liegen die Kumuli bei der Teilung mindestens */, Zell- 
umfang voneinander entfernt. Bei dem Doppelspermatogon der Abb.4, 
hervorgegangen aus einer _misdivision bei der letzten Differenzierungs- 
teilung, lagen je 2 Interphasenkerne dicht beisammen. Beide Gruppen 
sind vom vakuolenfiihrenden Hauptplasma durch Strange getrennt. Die 
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gesteigerte Amdboidie, die das wohl verursacht, ist auch an den ausge- 
stiilpten Plasmafingern zu erkennen. 

Die freien Spermien sind auBerst aktiv. Sie kreisen in rascher Bewegung 
in der Zelle und zwar in engem Kontakt mit dem Plasmarestkérper, 
dessen Oberfliche eingedriickt und deformiert wird, wahrend sie ihn 
etwa in Grofkreisen umfahren. Sie sind zunichst schlank tropfenférmig, 
tragen am gerundeten Vorderende die Geiffel und sind am Hinterende zu 
einem langen aus der Stemmkérperhilfte als Achse und umgebendem 
Plasma bestehenden (Abb.3c) Schwanz ausgezogen. Nach Erfahrungen 
an Objekten, bei denen in der Anaphase der meiotischen und pra- 
meiotischen Teilungen die Stemmkorper durch ZerreiBen der Plasma- 
hiille freigelegt werden (,,Mikrosporen®’ von Biddulphia mobiliensis 
und Lithodesmium), ist anzunehmen, daB die Halbspindel allmahlich 
in den Koérper des Spermiums zuriickgezogen und in ihn eingeschmol- 
zen wird. Das Plasma des Schweifes scheint durch die Bewegungen 
am Restkérper abgestreift zu werden. SchlieBlich sind die Hinter- 
enden der Spermien unter Beibehaltung der Tropfenform leicht ge- 
rundet (Abb.1c¢, 3f). 

Die kreisende Bewegung der Spermien erweckt den Eindruck thigmo- 
taktischer Bindung an den Restkoérper. Diese ist in den ersten Momenten 
der Individualisierung etwas geringer, wird aber bald so fest, daB 
kein auch nur kurzfristiges Sichablésen der Spermien von der Ober- 
flache zu beobachten ist. Diese Bewegung der Spermien geht in 
unverminderter Heftigkeit stundenlang weiter. In Zelle 1 des ab- 
gebildeten Beispiels wurde sie wahrend 41'/, Std bei Zelle 2 1'/, Std 
lang beobachtet. Dann wurde die Beobachtung abgebrochen, ohne daB 
sich die Spermatogone gedffnet hatten. In Zelle 1 war lediglich der 
Grad der Taxis etwas geringer geworden. Die Aktivitit der Spermien 
scheint dafiir verantwortlich zu sein, da im alteren und sich 6ffnenden 
Spermatogon der Plasmarestkérper in eine Unzahl von kleineren und 
groBeren Partikeln zerschlagen ist. Zu diesen besteht dann taktische 
Bindung nicht mehr, die Spermien bewegen sich frei und unorientiert in 
der Zelle. 

Kine ,,Nachreifung der Spermatogone und die Taxis der Spermien 
fehlt bei M. varians. Hier erfolgt das Offnen wenige Minuten nach der 
Fertigstellung der Spermien. Daf die groBe Zeitspanne zwischen Ab- 
l6sung und Entlassung der Spermien bei M. moniliformis nicht durch 
Kinfliisse der Beobachtung verursacht ist, ergibt sich aus der Statistik 
der Stadien in fixiertem Material. Bei M. varians fanden sich unter 
860 Spermatogonen in meiotischen und postmeiotischen Zustinden 
nur 6 unreife ,,Tetraden“ und 2 reife ungedffnete Spermatogone (025%), 
bei M. moniliformis aber waren die entsprechenden Zahlen 176, 1 und 58 


(33%)! 
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Der Grund fiir diese Verspatung in der Entlassung der Spermien muB 
wohl in deren taktischem Verhalten gesehen werden. So lange es besteht, 
richtet es die Bewegungen so, dai steile St6fe gegen die Valven ver- 
hindert werden. Erst wenn der Restkérper seine Attraktivitat verliert, 
wird die Kinetik in der Zelle ideal ungeordnet und die Hypovalven 
geraten unter den ,,Druck‘‘ der Einzelst6Be, der zunadchst die Halften 
der Mutterzelle trennt und darauf die Unterschalen vollends heraustreibt. 
Fragt man nach der Natur dieser Taxis, so liegt 
die Vermutung nahe, daB ihr chemische Reize 
zugrundeliegen und daf der Plasmarestkérper 
anlockende Stoffe entla8t — vielleicht von kon- 
stitutioneller Verwandtschaft mit dem weiblichen 
Gamon — die allmahlich exosmieren und dadurch 
die Taxis zum Erléschen bringen. 

Im Leben war der Kern der Spermien nicht 
zu erkennen. Doch konnte er in fixiertem Material 
mit seiner grofen Zahl ungedffneter Spermatogone 
genauer studiert werden (Abb. 5). Er liegt un- 
erwarteter Weise am Hinterende; distal laBt sich 
gelegentlich an ihm ein Korper erkennen, wohl 
das Basalkorn, von dem die GeiBel entspringt 
und, das Plasma der Zelle durchziehend, am Vorder- 
ende austritt. Der Kern ist wesentlich dichter als app. 5. spermien von 


od. 

bei M. varians, wo er einem Chromozentrenkern ae in Rares 
ahnelt. Er besitzt ein schwicher tingiertes Inneres Kern mit Nucleolus in 
und eine diinne, stellenweise verdickte, intensiv seaisree bi eae 
gefarbte Rinde. Weitere Erhéhung des Konden- gleichen Priparat 
sationsgrades der Spermakerne wurde frither bei 
Biddulphia-Arten beobachtet (v. Sroscx 1956). Jetzt zeigt sich, daB 
er schon innerhalb der Gattung verschieden weit getrieben sein kann. 

AbschlieBend sei auf die weite Verbreitung dieses Typus der Spermato- 
genese bei Discaceen hingewiesen. Bei einiger Variation im Ergebnis der 
prameiotischen Differenzierungsteilungen fanden wir grundsitzlich 
gleichartigen Verlauf der Meiosis selbst bei Stephanopyxis, 2 kleineren 
Coscinodiscus-Arten, bei Actinoptychus und Actinocyclus. Uber sie soll 


spater berichtet werden. 


Summary 


Groups of 8, 16 or possibly more simplified spermatogonia, poor in 
plastids, originate from vegetative cells of the monoecious centric 
Diatom Melosira moniliformis by specialized mitoses and enter meiosis. 
The first nuclear division of the latter gives rise to a binucleate plas- 


modium. The daughter nuclei of the second division, surrounded by the 
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prospective spermial plasm, are pushed off from the main part of cyto- 
plasm, which retains all plastids and the vacuole, by means of a ,,Stemm- 
kérper‘‘. In interphase, the flagella grow out in pairs near the nuclei. 
Their bases separate and migrate towards the poles of the spindle. The 
four spermia, consequently, are uniflagellate and colourless. 


Die Untersuchungen wurden durch Sach- und Reisemittel der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft unterstiitzt, fiir die ich meinen Dank sage, ebenso wie fiir die 
Gastfreundschaft meiner Kollegen in List. Herrn stud. phil. G. KatpEn danke ich 
fiir seine Hilfe bei der Anfertigung von Zeichnungen. 
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The literature contains seemingly contradictory reports regarding the 
influence of trace or micro elements on the microbiological production 
of citric acid [Perquin (1938), Foster (1939), von LOESECKE (1945), 
PeRLMAN (1946a), UNDERKOFFLER and Hickey (1954)|. 


This controversy between the results obtained by different investigators may 
be partly attributed to the fact that those investigators had used different fungal 
strains. Foster (1949) is also of this opinion and reported that different strains 
of citric acid forming fungi react differently towards the trace elements i.e. a given 
level of certain element may enhance citric acid formation in certain fungal strain 
and depress it in another strain. “The strain specificity of citric acid forming fungi 
is therefore exceedingly striking in connection with trace elements.” 

Ravin (1869) had, however found that zinc and iron are essential for the 
fungal growth. This conclusion was also confirmed by BERTRAND et al. (1911) and 
Srernpere (1919). The latter author further reported in 1935 that manganese is 
also required. Borrets (1927) was the first to indicate the essentiality of copper. 
Wo tr et al. (1930) also confirmed such result. 

Many investigators studied the influence of these four previously mentioned 
elements namely zinc, iron, copper and manganese on the citric acid production 
by fungi. 

Porees (1932) found that addition of Tron increased the yield of citric acid. 
Curaszcz and Pryros (1935) also found that iron favoured the acid production. 
They also found that there is a great difference between their experimental strains 
with regard to the effect of iron. GrorDANt (1935), on the other hand, found that 
iron reduced the citric acid yield. Pertman et al. (1946) demonstrated that partial 
removal of the iron deficiency from their medium increased the acid yield. SHu 
and Jonnson (1947—1948) had also shown that certain concentrations of iron 
and zine are optimum for obtaining high yields of the acid. TOMLINSON et al. (1950) 
also showed that the presence of iron is essential for maximum citric acid production. 

As far as zine is concerned Curaszcz and PEYROS (1935) found that addition of 
zinc reduced the yield. Similar conclusion was drawn by Bernwaver (1941) and 
PERLMAN (1946). Tomirnson (1950) on the other hand, found that zinc is necessary 
for maximal citric acid production. 


* A Greeting to the 70th Birthday of Prof. Dr. A. RrepEL-BALDES. 
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Poraes (1932) reported, however, that manganese and copper are inhibitory to 
the acid production. Manganese was also found to be inhibitory by Sau and JOHN- 
son (1946). BerNHAUER et al. (1941) demonstrated that while manganese salts 
had no constant effect, copper had an inhibitory action. TomLrnson (1950) found, 
however, that the addition of very small amounts of manganese or copper or both 
permitted higher yields of citric acid. Similar results as regard manganese were 
previously obtained by PerLMAN et al. (1946). 

Several studies were also carried out on the influence of these previously men- 
tioned trace elements in combination i.e. two or more elements at the same time 
[e.g. PERLMAN (1946), Tomiinson (1950) ]. 


From this short review it can be obviously seen that the results 
obtained by different investigators regarding the influence of micro- or 
trace-elements on citric acid production is quite conflicting. It was there- 
fore rather of interest to investigate the influence of the trace elements, 
namely iron, copper, zinc and manganese on citric acid production by 
a strain of Aspergillus niger isolated from Egyptian soil and proved to 
be a good citric acid producer (Tana et al. 1957). 


Methods 


Jena glass 300 ccm Erlenmeyer flasks were thoroughly filled with concentrated 
hydrochloric acid and then left for twenty four hours after which they were comple- 
tely washed with tap, distilled and finally with bidistilled water. 

Synthetic fermentation medium of the following composition: sucrose 150 gm., 
NH,NO, 2 gm., KH,PO, 1 gm., MgSO, -7H,O 0.25 gm./l. was prepared. 

Analytical reagent grade chemical ingredients were used. The prepared medium 
was dispersed in 50cem portions into the experimental flasks. The flasks were 
divided into 4 lots: Different concentrations of zinc sulphate were added to the 
flasks of the first lot; three flasks were, however, used for each particular concentra- 
tion. To the flasks of the second lot different concentrations of copper sulphate 
were similarly added. Different concentrations of ferric chloride and manganese 
chloride were added to the flasks of the third and fourth lot respectively. It was 
also taken into consideration that the volume and dilution of the medium in all 
the experimental flasks were the same. Five flasks of the original medium without 
any additions of trace elements served as control. The fermentation medium in the 
flasks was adjusted to py2 and inoculated with equal volumes of spore suspension, 
taken from 10 days old culture of Aspergillus niger 571 strain. After 10 days in- 
cubation at 30°C. the different quantitative determinations were carried out. 
The total titrable acidity was determined by titration of 2cem aliquots of the 
culture medium with 0.1 N NaOH using phenolphthalein as indicator. 

Citric acid was determined colorimetrically according to the method previously 
used by PwRuMAN et al. (1944). 

The original and residual sugar were estimated according to the Lann and 
KyNon volumetric method. 


Results and comment 
The influence of addition of different levels of each of the four trace 
elements on the production of citric acid by the experimental strain 


of Aspergillus niger is illustrated graphically in Figs. 1—4. From the 
data given the following results could be derived. 


Yield of citric acid (%) 
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A. The influence of Zine (Fig.1) 

The amounts of citric acid produced are actually influenced by the 
addition of zinc to the fermentation medium. At the lowest experimental 
concentration (0.002 mg./l.) no appreciable influence of zine addition 
was observed on the acid production; the amount of the acid produced 
as well as the yield at this concentration was more or less similar to 
those obtained at the control experiment without any addition of zinc. 
As the concentration of zine increased the acid production also increased 
till it reached a maximum at a concentration of about 0.1 mg./l., above 
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Fig. 1. The influence of the addition of different concentrations of zinc (as zinc sulphate) to the 
fermentation medium on the fungal growth and the acid yield in the citric acid fermentation 
by Aspergillus niger 571 


Fig. 2. The influence of the addition of different copper concentrations (as copper sulphate) to 
the fermentation medium on the fungal growth and acid yield in the citric acid fermentation 
by Aspergillus niger 671 


which further increase in zinc concentration was not accompanied by 
any significant variation in the citric acid production. It was also noticed 
that the addition of zinc to the synthetic medium did not only favour 
citric acid production but also stimulated better growth. As the zine 
concentration increased the mycelial dry weight also showed an increase 
till it reached about double that of the control at a concentration of 
about 0.4 mg./I. 

From the previously mentioned results it could be concluded that 
the addition of zinc to the pure synthetic medium in concentrations 
ranging from 0.1—1 mg./I. stimulated better citric acid production. 


B. Influence of copper (Fig. 2) 

It seems that the yield of the acid was not appreciably influenced by 
the addition of copper in concentrations ranging from 0.01—0.1 mgm./I., 
further increase in concentrations of copper added caused a depression 
in the acid yield. At a concentration of 10 mg. /l. the acid yield amounted 


Mycelial dry wt in Gms/t00ccs medium 
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only to 1/, of that of the control. Copper additions in concentrations of 
0.01—1 mg./I. seem to have a slight inhibitory effect on growth. At the 
highest experimental concentration (10 mg./l.) the growth was strongly 
inhibited and the mycelial dry weight amounted only to half of that of 
the control. It is generally concluded therefore that the addition of 
copper did not prove to have any stimulatory effect on the acid pro- 
duction. 
C. Influence of manganese (Fig. 3) 

The addition of manganese even in traces had an inhibitory effect on 

the acid production. The addition of manganese in a concentration as 


Yield of citrie acid (%) 
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Vig. 3. The influence of addition of different concentrations of manganese (as MnCl.) to the fer- 
mentation medium on the fungal growth and the acid yield in the citrie acid fermentation by 
Aspergillus niger 571 


Vig.4. The influence of addition of different concentrations of iron (as iron chloride) to the fer- 
mentation medium on the fungal growth and the acid yield in the citric acid fermentation by 
Aspergillus niger 571 


low as 0.0005 mgm./l. reduced the yield to about 90°% of that of the 
control. As the concentration of manganese added increased, the in- 
hibitory action also increased and the yield at the highest experimental 
concentration amounted only to about 12°, of that of the control. 


D. Influence of iron (Fig. 4) 

The addition of iron to the fermentation medium in amounts ranging 
from 0.025—0.3 mg./l. had no appreciable influence on the citric acid 
yield. The amounts of the acid produced at the experimental concentra- 
tions of this range was more or less similar to that of the control. As the 
iron concentration further increased the yield of the acid slightly de- 
creased and the maximum decrease obtained at the highest experimental 


concentration amounted to about 20°, of the yield of the control 
experiment. 
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Discussion 


The experimental results presented indicate that the addition of zine 
to the synthetic fermentation medium stimulated better citric acid 
production. Certain concentration of zinc was found to be optimum for 
obtaining high yields of the acid. The original basal medium seems not 
to contain the necessary amounts of zinc required for establishing best 
acid production. The calculated amounts of zinc present as impurities 
accompanying the analytical reagent salts composing the medium—as 
shown onthe labels of the manufacturer—amounted to about 0.0125 mg. /I. 

The experiments carried out also evidenced that addition of copper in 
amounts ranging from a 0.01 —1img./l. showed a slight inhibitory effect 
on the acid production. Additions of iron in amounts ranging from 
0.025—0.3 mg./l. proved to have no appreciable influence on the acid 
yield. It is assumed that additions of these two previously mentioned 
elements is not therefore essential for better yields of the acid. It is also 
supposed that the necessary requirements of iron was presumably pro- 
vided by impurities already present in the basal medium. Analytical 
reagent chemicals used in the preparation of this medium contained—as 
the manufacturers labels indicate—the following percentages of iron as 
maximum: sugar 0.0002%, ammonium nitrate 0.0002%, Magnesium 
sulphate 0.0001%, potassium phosphate 0.0001%. These figures gave 
the probability of the presence of about 0.3 mg./liron in the basal medium. 

Additions of manganese even in small amounts was always accom- 
panied by an inhibitory action on the acid production. 

The high yields obtained in our previous experiments (Tana et al. 
1957) using synthetic media, the salt components of which were pure 
grade, without any addition of trace elements may be attributed to the 
unrecognized effect of the impurities—especially zine and iron—pre- 
sumably present in those chemicals. 


Summary 


When analytical reagent grade chemicals were used in the preparation 
of the fermentation medium for citric acid production, enrichment with 
zinc was found to be essential for establishing good acid production 
addition of manganese on the other hand, was found to be inhibitory. 
Slight inhibition or no effect was obtained on addition of copper and 
iron respectively. 
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Uber die Weehselwirkung der Wuchsstofte meso-Inosit, 
(++)-Biotin, p (+)-Pantothensiure, B-Alanin 
und p(—)-Pantoinsaure bei der Kulturweinhefe 
,Dézaley** (Saccharomyces cerevisiae Hansen) * 


Von 
T, WIKEN und CL. AGruE ** 


Mit 4 Textabbildungen 


(Eingegangen am 5. April 1958) 


Die Kulturweinhefe ,,Dézaley‘*, welche sich als ein Stamm der Art 
Saccharomyces cerevisiae Hansen erwiesen hat, ist auxo-heterotroph und 
kann in synthetischen Nahrlosungen, die Ammonsulfat oder Casein- 
hydrolysat als Stickstoffquelle enthalten, erst durch Zusatz eines Ge- 
misches der drei Wuchsstoffe (+-)-Biotin, meso-Inosit und D(-+-)-Panto- 
thensiure zur maximalen Vermehrung gebracht werden. In den mit 
Caseinhydrolysat angesetzten Kulturen bt Biotin allein tiber ange- 
messene Bebriitungszeiten keinen fordernden EinfluB auf das Wachstum 
dieser Heferasse aus, wahrend nach Zusatz von meso-Inosit allein eine 
verhaltnismaBig langsame Zellvermehrung sofort nach der Impfung 
einsetzt. In angemessenen Zeitspannen fiihrt diese Vermehrung nur zu 
einer relativ kleinen Héchstausbeute an Zellen. In gleichzeitiger An- 
wesenheit der beiden Vitamine la8t sich bei der ,,Dézaley‘‘-Hefe eine 
Interferenz von antagonistischer Natur nachweisen, indem der er- 
wahnte Wuchsstoffeffekt des meso-Inosits iiber gewisse Zeitspannen 
durch Biotin stark gehemmt wird. In quantitativer Hinsicht (Zellenzahl 
beim Einsetzen des antagonistischen Effekts, Dauer der Hemmungs- 
phase) ist diese Interferenz u. a. von der zur Impfung der Kulturen 
verwendeten Zellmenge abhangig. Die in Anwesenheit von 25 y (-+)-Bio- 
tin und 25 mg meso-Inosit pro 1000 ml Substrat tiber 72—500 Std 
dauernde Wachstumshemmung wird durch Zusatz von 2,5 mg Ca- 
Pantothenat (2,3 mg p(--)-Pantothensdure) aufgehoben (WIKEN u. 


Ricuarp 1951b u. 1952). 


* Herrn Professor Dr. Dr. h. c. A. Rrepsn zum 70. Geburtstag. 
** Standige Adresse: Weltgesundheitsorganisation, Palais des Nations, Genéve. 
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Ryan, Kountry u. BALLENTINE (1953) haben einen hemmenden Effekt 
des (-++)-Biotins bei einer Mutante von Newrospora crassa beschrieben. 
Das Wachstum dieser Mutante wurde durch Biotin in verhaltnismafig 
hohen Konzentrationen, welche immerhin fiir den wilden Neurospora- 
Stamm noch optimal waren, vollstindig oder zum Teil gehemmt. Diese 
Hemmung konnte durch Erhéhung der Pantothensaéure-Konzentration 
beseitigt werden. Die in Gegenwart von 4y Biotin und 191y Ca-Panto- 
thenat pro 1000 ml Substrat hervorgerufene vollstandige Wachstums- 
hemmung war nach Erhéhung der Konzentration des Ca-Pantothenats 
auf 245 bzw. 294 » pro 1000 ml noch bemerkbar und wurde erst durch 
Zusatz von 441 y dieses Vitamins pro 1000 ml vollstandig aufgehoben. 

Die Wuchsstoffwirkung der D(+)-Pantothensiure bei Hefen, u. a. bei Stammen 
von Saccharomyces cerevisiae Hansen, wurde bekanntlich durch die Arbeiten von 
WitiiaMs u. Brapway (1931), Wimtrams u. TRUESDAIL (1931) sowie WILLIAMS, 
Lyman, GoopyEarR, TRUESDAIL u. Hotapay (1933) festgestellt. Durch die Unter- 
suchungen von WILLIAMS u. RoHRMAN (1936) sowie WEernstock, MrrcHELL, Pratt 
u. WittraMs (1939) wurde sodann nachgewiesen, da8 f-Alanin ein Bestandteil der 
Pantothensiure ist und gleich wie diese bei gewissen Hefen als Wuchsstoff dienen 
kann. MUELLER u. Kiorz (1938) konnten zeigen, daB dies auch bei einem Stamm 
von Corynebacterium diphtheriae der Fall ist. SchlieBlich gelang es UNDERKOFLER, 
Bantz u. Pererson (1943) sowie SARETT u. CHELDELIN (1945) festzustellen, daB 
D(—)-Pantoinsaure, d. h. der zweite Bestandteil der Pantothensiure oder p(—)-«- 
Oxy-f, 6-dimethyl-y-butyrolacton («, y-Dioxy-p, B-dimethyl-buttersiure), bei ei- 
nem Stamm von Acetobacter suboxydans gleich wie Pantothensiure Wuchsstoff- 
wirkung ausitibt, wahrend sich f-Alanin bei diesem Organismus als unwirksam er- 
wiles. 

Aus den hier in aller Kiirze erwihnten Resultaten geht als wahrschein- 
lich hervor, daB gewisse Stémme von Saccharomyces cerevisiae und 
Corynebacterium diphtheriae in Anwesenheit des B-Alanins zur Synthese 
von Pantoinsiure befahigt sind, wahrend bestimmte Staémme von 
Acetobacter suboxydans in Gegenwart der Pantoinsiiure B-Alanin zu 
synthetisieren vermégen. 

Nach HARrTELIUS u. JOHANSEN (1946) wird bei gewissen Hefestiéimmen 
in Anwesenheit suboptimaler Mengen des 6-Alanins und der Pantothen- 
siure durch Zusatz von Pantoinsiure im Uberflu8 eine kraftige Wachs- 
tumsférderung bewirkt. In der Tat konnte sogar in Gegenwart optimaler 
Mengen der beiden Wuchsstoffe eine giinstige Wirkung der Pantoinsaure 
auf die Hefevermehrung nachgewiesen werden. Kina u. CHELDELIN 
(1948) wiederum konnten in Anwesenheit von Pantothensiure gar 
keinen fordernden Kinflu8 der Pantoinsiure auf das Wachstum eines 
Stammes von Saccharomyces carlsbergensis feststellen. In Gegenwart 
suboptimaler bzw. optimaler Quantitiiten des B-Alanins fanden sie nach 
Zusatz von Pantoinsiéure nur eine leichte bzw. keine Wachstums- 
forderung. Durch Zusatz dieser Substanz im Uberflu8 wurde die Hefe- 
vermehrung gehemmt. 
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Im Hinblick auf die obigen Tatsachen schien es uns von Interesse, den 
antagonistischen Effekt des (-++)-Biotins gegen meso-Inosit bei der Hefe- 
rasse ,,Dézaley“‘ naher zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit wer- 
den die Ergebnisse einer Priifung der hemmungsaufhebenden Wirkung 
der D(-+)-Pantothensaure, des f-Alanins und der p(—)-Pantoinsaure 
beschrieben. Dabei wird selbstverstindlich auch die Rolle der beiden 
letzten Verbindungen als Wuchsstoffe, wenn sie einzeln oder in Ge- 
mischen zum Substrat gesetzt werden, beriicksichtigt. 


Methodik 


Beziiglich der bei den Untersuchungen verwendeten Methodik verweisen wir auf 
die Arbeiten von WIKEN u. RicHarD (1951a u. b, 1952) sowie WikEN, Som™ u. 
SuuzerR (1954). Hier sei nur erwahnt, daB in simtlichen Versuchen die Nahrlésung 
C als Substrat zur Verwendung kam. Diese enthalt vitaminfreies Caseinhydrolysat 
als Stickstoffquelle und Glucose als Kohlenstoff- und Energiequelle. 


In den Tab. 1—5 und Abb. 1—4 sind als MaB des Hefewachstums die 
Durchlassigkeitswerte (°/,) der Kulturen fir Licht der Wellenlange 
660 my angegeben, wobei siimtliche Werte Durchschnitte aus 5 parallelen 
Kulturen darstellen. In den Tab.1—5 sind ferner die Extremwerte der 
durchschnittlichen Abweichungen (6) fiir jede Wachstumsreihe auf- 
gefihrt. 


Versuchsergebnisse und Diskussion 


Im ersten Versuch sollte geklart werden, ob bei der Heferasse ,,Dézaley“ 
p(+)-Pantothensiure durch £-Alanin ersetzt werden kann. Geprift 
wurden aquimolare Mengen der beiden Wuchsstoffe und zwar 2,5 mg 
Ca-Pantothenat (2,3 mg Pantothensiure) und 0,93 mg f-Alanin pro 
1000 ml Substrat. Aus Tab.1 geht hervor, da die durch (-+)-Biotin in 
den Inosit-haltigen Kulturen hervorgerufene Wachstumshemmung tiber 
eine Zeitspanne von 120 Std dauert und von f-Alanin gleich wie von 
Pantothensaure aufgehoben wird. In dem mit £-Alanin allein versetzten 
Substrat verlauft die Zellvermehrung eher rascher als in der Nahr- 
lésung, welche nur Pantothensaure enthalt. 

Im zweiten Versuch beabsichtigten wir festzustellen, ob #-Alanin 
wirksam ist, wenn es nach der Impfung der Kulturen im Laufe der 
Hemmungsphase zugesetzt wird. Dabei kamen zwei verschiedene Impf- 
mengen im Verhaltnis 1: 0,5 zur Verwendung. In einer Versuchsreihe 
wurde £-Alanin wie tiblich vor der Impfung, in einer zweiten Reihe erst 
78 Std nach der Impfung zugesetzt. In beiden Fallen betrug seine An- 
fangskonzentration 0,93 mg/1000 ml Substrat. Aus Tab. 2 ist ersichtlich, 
da die Wachstumshemmung in den Kulturen, welche ein Gemisch von 
meso-Inosit und (-++)-Biotin enthalten, tiber 144 bzw. 144—168 Std 
dauert. Sie wird durch B-Alanin aufgehoben und zwar unabhangig davon, 
ob der Zusatz dieser Aminosdure vor der Impfung oder erst im Laufe 
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der Hemmungsphase erfolgt. Die durchschnittliche Vermehrungs- 
geschwindigkeit der Hefezellen ist aber beim nachtraglichen Beimischen 
des B-Alanins wesentlich kleiner, als wenn die Aminosiure bereits beim 
Impfen im Kultursubstrat vorhanden ist. Die Durchlassigkeit der Kul- 
turen fiir Licht der Wellenlange 660 my betrug unmittelbar nach der 
Impfung 96,9 bzw. 98,6°%, je nachdem die groBe oder kleine Impfmenge 
zur Verwendung kam. Zur Zeit der nachtraglichen Zugabe des £-Alanins, 


Tabelle 1. Wachstum der ,,Dézaley‘‘-Hefe in Nahrlésung C. Aufhebung des Antago- 
nismus des (+-)-Biotins gegen meso-Inosit durch Zusatz von D (-+-)-Pantothensdure 
bzw. B-Alanin vor der Impfung der Substrate 


(+)-Biotin 25 y/1000 ml 


- = = $ ‘ meso-Inosit 
3 bi 8 = 3 r| v= 25 mg/1000 ml 

g S a | a = Ss S = 

ale loses [steely aoe] e eee el tee 

% ig ae lia'S ie = Ee ee 

Zelt SP] cai. |"Pxct | ae gees | pees AM Goa ie 
Bra Fol gl) eRe Col ee |e oe eee me 
g 4 Endl Wess eae E c= Wied Male lec 

td au & a ‘d = Pail By Ft habe 

=p slau te wid tof me tired ohatoet gl aa 

& tha = 

lh a 

M M M M M 

24 94,5 | 94,8 | 86,7 | 95,7 | 94,0 | 87,9 | 94,2 | 80,1 | 79,5 
48 92,4 | 91,8 | 79,4 | 89,4 | 86,4 | 88,3 | 83,2 | 18,3 | 18,9 
72 93,84, | 91,5. 1.64,2..1.85,0,.179,9..| 86.1.1. 70,6_ 1 af.3 1 TA 
96 8 — | 81,9] — | — | 888 | — | — =F 
120 92,3 | 90,7 | 79,3 | 76,5 | 76,4 | 88,3 | 49,1 | 5,9 | 6,0 
168 90,0. [91,49] 73,05} 72,1 1.67.2. |.67,8711.28,.6 168.30 58 
216 89,1. }.86,5 | 66,3. |68,8- |. 66,1} .43,7 | 17.1. | 700 5.7 
510,56 |.f1,06] [0,92] [0,74] [0.64] [0,86 (0,36 [0,14 {0.38 
12,62 [7] 2,64]°]3,04|°) 2,861°] 3,16 ]°)3,12 |°) 2,72 |°) 1,76 |°) 1,36 


d. h. 78 Std nach der Impfung, war sie in den Kulturen mit dem Biotin- 
Inosit-Gemisch auf ca. 80 bzw. 86°/, gesunken, was auf eine 5—7fache 
bzw.6—8fache Vermehrung der Hefe schlieBen li8t. Da die pro 
Volumeneinheit der Kulturfliissigkeit zugesetzte 6-Alanin-Menge in den 
betreffenden Versuchsreihen gleich grof war (0,93 mg/1000 ml), stand 
beim nachtraiglichen Beimischen eine wesentlich kleinere Quantitat 
dieser Aminosiure pro Hefezelle zur Verfiigung als beim Zusatz vor der 
Impfung. Der oben erwahnte Unterschied in der Vermehrungs- 
geschwindigkeit ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, da® ihre 
Abnahme, welche infolge der Verminderung der pro Hefezelle wirkenden 
B-Alanin-Menge eintritt, nicht durch die erhdhte Zellenzahl kompensiert 
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werden kann. Es ist aber auch méglich, da8 die Zahl der vermehrungs- 
fihigen Zellen im Laufe der Hemmungsphase so stark reduziert wird, 
da® sie kleiner ist als in der urspriinglichen Impfmenge. 


Tabelle 2. Wachstwm der ,,Dézaley-Hefe in Nahrlosung CO. Aufhebung des Antago- 
nismus des (-+-)-Biotins gegen meso-Inosit durch Zusatz von B-Alanin vor bzw. 78 Std 
nach der Impfung der Substrate 


(+-)-Biotin 25 y/1000 ml 
meso-Inosit 25 mg/1000 ml 


cel E f= 
i > & B-Alanin 
S S S = 0,93 mg/1000 ml 
Zeit * e 2 = i ae 
Std = = =) 5 oe in “B 
2 i E : 36 £6 
a = z z eae S 5 
= Z < S Ng 3 
M M M M M 
Impfmenge: tf 
24 92,6 75,4 89,7 79,3 62,6 — 
48 87,8 58,1 72,4 78,9 13.4 = 
72 87,1 49,2 66,9 80,6 6,0 — 
96 88,1 46,8 62,8 78,4 5,4 76,0 
120 83,1 44,1 | 58,4 74,8 5,5 32,9 
144 85,7 45,1 53,2 60,2 5,8 12,8 
168 86,5 39,9 54,3 39,7 5,7 6,7 
192 | 85,6 34,2 53,9 24,5 5,8 6,7 
0,80 | .f1,52 0,227") e126 0,04 0,26 
ed 13°68 0 o°04 ee Ayer Awe 
Impfmenge: 0,5 
24 95,3 86,1 92,2 87,6 ieee _ 
48 92,1 79,5 78,9 85,3 14,9 = 
72 90,9 81,6 76,1 86,1 8,0 = 
96 90,5 75,2 69,4 87,0 6,3 89,7 
120 90,2 71,8 66,6 86,7 6,0 78,3 
144 90,2 77,0 65,1 | 86,3 6,4 31,6 
168 90,3 73,2 61,9 75,8 6,5 11,0 
192 90,6 73,5 65,2 61,7 5,5 6,5 
0,42 1.020 [apf t,24 0,96 0,16 0,56 
sen of 5 46 24090 att38 2120 alt'98 


Im dritten Versuch wurde die Wuchsstoffwirkung der p(—)-Pantoin- 
sdure geprift. Hs kamen aquimolare Mengen der p(-+)-Pantothensaure, 
des B-Alanins und der p(—)-Pantoinsaure zur Verwendung (2,3 bzw. 
0,93 und 1,37 mg/1000 ml). Die in Tab.3 aufgefiihrten Daten zeigen, daB 
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der iiber eine Zeitspanne von 120 Std dauernde Antagonismus des 
Biotins gegen meso-Inosit nur in duBerst geringem Ausmafe durch 
Pantoinsaure bescitigt werden kann, wihrend er durch f-Alanin gleich 
wie durch Pantothensiure vollstindig aufgehoben wird. Die Kom- 
bination von f-Alanin und Pantoinséure hat in Anwesenheit des Biotin- 
Inosit-Gemisches die gleiche Wirkung wie f-Alanin oder Pantothensaure 
allein. Dagegen konnte in den Kulturen, welche mit Biotin und meso- 
Tnosit nicht versetzt waren, durch die erwahnte Kombination eine 
stirkere Wachstumsférderung erzielt werden als durch f-Alanin allein. 
Diese Aminosiure war ihrerseits wirksamer als Pantothensaure, wahrend 
sich Pantoinsaure als unwirksam erwies. 

In einem vierten Versuch wurden sechs Konzentrationen der D(—)- 
Pantoinsaure im Bereiche von 0,0137 bis zu 1365,0 mg pro 1000 ml 
Substrat gepriift, und zwar zum Teil mit, zum Teil ohne Zusatz des 
Biotin-Inosit-Gemisches. Die Ergebnisse sind in Tab.4 aufgefiihrt. Es 
ist ersichtlich, da der Hemmungseffekt, der iiber 120 Std deutlich zum 
Vorschein kommt, in diesem Versuch durch Pantoinsaure gar nicht oder 
héchstens zum auBerst geringen Teil gegen das Ende der Hemmungs- 
phase aufgehoben wird. In den Kulturen, deren Substrate nur mit 
Pantoinsaure versetzt worden waren, kann im Vergleich zu den Kul- 
turen ohne Wuchsstoffzusatz oder mit Zugabe von Biotin allein eine 
schwache Wachstumsstimulierung nach 72 Std Bebriitung festgestellt 
werden. 

Die in den oben beschriebenen Versuchen gepriiften Konzentrationen 
der p(-++)-Pantothensiure und des £-Alanins betrugen 2,3 mg bzw. 
0,93 mg pro 1000 ml Substrat. Es schien uns nun von Interesse, die Wir- 
kung kleinerer Mengen dieser Wuchsstoffe zu untersuchen. In einem 
fiinften Versuch, dessen Resultate in Tab.5 zusammengestellt sind, 
wurde die Nahrlésung deshalb mit 230, 23 und 2,3 y Pantothensaiure bzw. 
aquimolaren Mengen des f-Alanins, d.h. 93,5, 9,35 und 0,935 y pro 
1000 ml versetzt. Im gleichen Versuch wurde die Vermehrung der Hefe 
in Gegenwart aquimolarer Quantititen der p(—)-Pantoinsaure, doh. 
137, 13,7 und 1,37 y pro 1000 ml Substrat verfolgt. Ferner wurde die 
Wirkung der entsprechenden Gemische des letzten Wuchsstoffs mit 
f-Alanin gepriift. Aus Tab.5 geht hervor, da die tiber 72 Std dauernde 
Vermehrungshemmung in den Kulturen, welche gleichzeitig (+-)-Biotin 
und meso-Inosit enthalten, sowohl durch Pantothensiure als auch durch 
B-Alanin aufgehoben wird, wobei die giinstige Wirkung in beiden Fallen 
von der Konzentration abhangig ist. Im gepriiften Bereich nimmt die 
Wachstumsférderung mit steigender Konzentration zu. Sie ist in den 
mit f-Alanin versetzten Kulturen wesentlich schwacher als in den ent- 
sprechenden Pantothensaure-haltigen Substraten. Die Kulturen, welche 
93,5 y des ersten bzw. 2,3 y des letzten Wuchsstoffs pro 1000 ml 


296 T. WIKEN und Cu. AGTHE: 


enthalten, zeigten approximativ die gleichen Vermehrungskurven. Auf 
molare Basis bezogen entsprechen 93,5y-Alanin 250y Ca-Pantothenat 
(230 y Pantothensaure), d.h. die molare Wirkung* des f-Alanins ist 
bei den erwihnten Konzentrationen nur ein Hundertstel derjenigen der 
Pantothensaure. Wir kommen auf dieses Verhaltnis bei der Besprechung 


Tabelle 4. Wachstum der ,,Dézaley‘‘-Hefe in Néhrlésung C. Aufhebung des Antago- 
nismus des (+-)-Biotins gegen meso-Inosit durch Zusatz von D (—)-Pantoinsdure in 
verschiedenen Konzentrationen vor der Impfung der Substrate 


i =a 
N I Ao 
Se So 
3 S = |e 
= = 2f | 35 
c= Ss Bo = 2 p(—)-Pantoinsdure 
< 19 ES pate mg/1000 ml 
Zeit 2 S puaesien | ican’ 
Std E 3 $a | 3% 
Y + 7s Al eueeeniat rs 
- res 0,0137 | 0,137 / 1,37 13,7 136,5 | 1365,0 
M M M M M | M M M M M 
| 


Kein weiterer Wuchsstoftzusatz 


24 | 89,2 | 89,4 | 71,97] 77.4 | 91.2 | 90,2 | 88,0 | 88,3 | 89,9 | 85,7 
48 | 85,9 | 85,5 | 52,3 | 73,3 | 88,1 | 86,5 | 82,5 | 84,4 | 85,3 | 83,8 
72 | 83,7 | 88,4 | 47,8 | 76,2 | 81,8 | 80,3 | 80,4 | 80,1 | 81,7 | 79,6 
96 | 80,6 | 87,2 | 45,9 | 74,6 | 74,3 | 74,9 | 73,5 | 73,9 | 81,3 | 80,2 
120 | 78,6 | 868 | 39,7 | 53,9 | 75,0 | 72,2 | 72,3 | 74,7 | 74,1 | 71.8 
168 | 75,6 | 81,7 | 39,8 | 18,3 | 62,9 | 62,7 | 64,6 | 68.9 | 71,8 | 66,8 

1.42] 1,04] (1,22| (0,82| [0.94 (1,80) [1,26 [0,74 [0,72 | [0,64 

BE dH 95 A15'80 qa ete ets'88 AN 13,36 12°80 1976 


Zusatz eines Gemisches von (-+-)-Biotin und meso-Inosit: 
25 y/1000 ml bzw. 25 mg/1000 ml 


24 | 72,4 | 75,0 | 74,9 | 73,8 


| 77,4 | 74,5 
48 | — | — | — | — | 75,4 | 72,3 | 76,0 | 75,8 | 76,2 | 71,4 
72 70,4 | 75,7 | 78,9 | 76,8 | 77,9 | 75,0 
96 TAB) 74,8 e745.) T1.6- 196.2 og 
120 39,4 | 40,0 | 43,2 | 40,4 | 48.3 | 61.6 
168 16,4 | 17,1 | 17,3 | 16,0 | 15,4 | 17,8 

0,94 | [1,18 | {0,72 | (0,90) . (0,64 | . {1,25 

dl s'a6 apes 415,00 2°96 1238 eae 


weiterer Versuche zuriick. Aus Tab.5 ist ferner ersichtlich, daB Pantoin- 
siure allein den Hemmungseffekt nicht aufheben kann und die Wirkung 
des 6-Alanins nicht zu steigern vermag. In den Kulturen ohne Zugabe 
von Biotin und meso-Inosit wird durch f-Alanin allein sowie durch sent 
Kombination mit Pantoinsiure eine schwachere Wachstumsforderung 


hervorgerufen als durch Pantothensiure allein, wihrend Pantoinsaure 
unwirksam ist. 
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Im sechsten Versuch beabsichtigten wir zu klaren, ob die Inaktivitat 
der p(—)-Pantoinsiure auf die von uns verwendete Sterilisations- 
methode zuriickzufiihren sei. In den bereits beschriebenen Versuchen 
wurden die Substrate mit einer nicht sterilisierten Pantoinsaure-Lésung 
versetzt und sodann dreimal wahrend 15—20 min gedimpft. Im sechsten 
Versuch wurde nun die Lésung dieses Wuchsstoffes gesondert durch Seitz- 
Filtrieren sterilisiert und der Nahrlésung zum Teil vor, zum Teil nach 
dem Dampfen zugegeben. Als Kontrollen dienten Kulturreihen, deren 
Substrate gemi8 dem erwahnten Routineverfahren hergestellt worden 
waren. Die Ergebnisse zeigten eindeutig, da die Inaktivitat oder 
auferst geringe Aktivitat der Pantoinsiure in unseren Wachstums- 
versuchen mit der Heferasse ,,Dézaley“‘ nicht auf eine Zerst6rung der 
Substanz beim Dampfen des Substrats zuriickgefiihrt werden kann. 
Die Seitz-filtrierte Pantoinséiure-Lésung, welche der Nahrlésung erst 
nach dem Dampfen beigemischt wird, ist ebenfalls unwirksam. Auch im 
tibrigen wurden die Ergebnisse der friiheren Experimente durch die im 
sechsten Versuch gewonnenen Resultate durchwegs bestatigt. 

In drei weiteren Versuchen (Nr. 7, 8 und 9) wurden die kleinsten Kon- 
zentrationen von D(-+)-Pantothenséiure und f-Alanin ermittelt, bei 
welchen die antagonistische Wirkung des (-+)-Biotins (25 y/1000 ml 
Substrat) gegen meso-Inosit (25 mg/1000 ml) aufgehoben wird. Die Zu- 
gabe der Pantothenséure und des B-Alanins erfolgte dabei vor der Imp- 
fung. Folgende Konzentrationen wurden gepriift: 


Versuch 7: 2500, 250, 25 und 2,5 y Ca-Pantothenat bzw. 935, 93,5, 
9,35 und 0,935 y B-Alanin pro 1000 ml Substrat. 

Versuch 8: 250, 25, 2,5, 1,25, 0,75, 0,25 und 0,025 y Ca-Pantothenat 
bzw. 935, 93,5, 9,35, 0,935 und 0,0935 y B-Alanin pro 1000 ml Substrat. 

Versuch 9: 0,25, 0,025, 0,0025 und 0,00025 y Ca-Pantothenat bzw. 
93,5 und 9,35 y B-Alanin pro 1000 ml Substrat. 

Die wichtigsten Ergebnisse dieser Experimente sind in Abb.1 (Ver- 
such 7), 2 (Versuch 8) und 3 (Versuch 9) dargestellt und kénnen wie folgt 
zusammengefaBt werden. 

Aus Abb.1 geht hervor, daB Pantothensiure in den Konzentrationen 
2300, 230 und 23 y/1000 ml (Kurven 6a, 6b und 6c) den Hemmungs- 
effekt vollstandig aufzuheben vermag, wahrend sie in einer Menge von 
2,3 y/1000 ml (Kurve 6d) nur verhaltnisma®ig schwach wirksam ist. 
Nach Zusatz von 935 y B-Alanin pro 1000 ml Substrat (Kurve 7a) wird 
der Antagonismus des Biotins gegen Inosit ebenfalls vollstandig be- 
seitigt. Dagegen wirkt dieser Wuchsstoff bei den Konzentrationen 93,5, 
9,35 und 0,935 y/1000 ml (Kurven 7b, 7c und 7d) gar nicht oder héch- 
stens auBerst schwach. Auf molare Basis bezogen entsprechen 935 + 
B-Alanin 2500 y Ca-Pantothenat. Gleich wie in Versuch 5 (Tab.5) ist 
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somit die ,,molare Wirkung“ der Pantothensiure approximativ 100mal 
grdoBer als diejenige des 6-Alanins. 

Abb.2 zeigt, daB die in Biotin-Inosit-Kulturen auftretende Wachs- 
tumshemmung nach Zugabe von 230 bzw. 23 y Pantothensaure pro 
1000 ml Nahrlésung (Kurven 6b und 6c) vollstandig eliminiert wird. 
In Anwesenheit von 2,3 bzw. 1,15, 0,70 und 0,23 y Pantothensdure pro 


700" % = 
0 es 9. Std. 40 WB 9. SKS 4 


Abb. 1. Antagonismus des (-++)-Biotins gegen meso-Inosit und seine Aufhebung durch p(+)-Panto- 

thensiure und f-Alanin. 1:25 y Biotin/1000 ml. 2: 25 mg Inosit/1000 ml. 3:25 y Biotin + 25 mg 

Inosit/1000 ml. 4a baw. 4b, 4c und 4d: 2500 baw. 250, 25 und 2,5 y Ca-Pantothenat/1000 ml. 5a bzw. 

5b, 5¢ und 5d: 935 bzw. 93,5, 9,35 und 0,935 y B-Alanin/1000 ml. 6a bzw. 6b, 6c und 6d: 25 y Biotin 

+. 25 mg Inosit/1000 ml nebst 2500 baw. 250, 25 und 2,5 y Ca-Pantothenat/1000 ml. 7a bzw. 7b, 

7e und 7d: 25 y Biotin + 25 mg Inosit/1000 ml nebst 935 bzw. 93,5, 9.35 und 0,935 y B-Alanin/ 
1000 ml 


1000 ml wird der Antagonismus zum Teil aufgehoben, wobei die Wirkung 
bei der ersten Konzentration (Kurve 6d) mittelmaBig stark, bei den drei 
letzten Konzentrationen (Kurven 6e, 6f und 6g) nur sehr schwach ist. 
In einer Konzentration von 0,023 y/1000 ml (Kurve 6h) ist die Pantothen- 
siiure unwirksam. In Anwesenheit von 935 y B -Alanin pro 1000 ml Nahr- 
losung (Kurve7a) lat sich eine yollstandige Beseitigung des Hem- 
mungseffekts feststellen, wahrend 93,5 y dieses Wuchsstoffes pro 1000 ml 
(Kurve 7b) duBberst schwach wirken. Die Biotin-Inosit-Kulturen mit 
9,35, 0,935 und 0,0935 y f-Alanin pro 1000 ml (Kurven 7c, 7d und 7g) 


300 T. WIKEN und Cu. AGTHE: 


zeigten keine Wachstumsférderung im Vergleich zu den entsprechenden 
Kulturen ohne f-Alanin-Zusatz (Kurve 3). 

Aus Abb.3 geht hervor, daB 0,23 y Pantothensaure pro 1000 ml Sub- 
strat (Kurve 6g) in den Biotin-Inosit-Kulturen eine auBerst schwache 
Wachstumsforderung hervorzurufen vermag, wahrend 0,023, 0,0023 und 
0,00023 y des Vitamins (Kurven 6h, 6i und 6)) unwirksam sind. Es ist 
ferner ersichtlich, da 93,5 y B-Alanin pro 1000 ml Nahrlésung (Kurve 7b) 
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Abb. 2. Antagonismus des (-+)-Biotins gegen meso-Inosit und seine Aufhebung durch D(+ )-Panto- 
thensiure und f-Alanin. 1: 25 y Biotin/1000 ml. 2: 25 mg Inosit/1000 ml. 3: 25 y Biotin+25 mg 
Inosit/1000 ml. 6b bzw. 6c, 6d, 6e, 6f, 6g und 6h: 25 y Biotin + 25 mg Inosit/1000 ml nebst 250 
bzw. 25, 2,5, 1,25, 0,75, 0,25 und 0,025 y Ca-Pantothenat/1000 ml. 7a bzw. 7b, 7c, 7d und 7g: 25 y 
Biotin + 25 mg Inosit/1000 ml nebst 935 bzw. 93,5, 9,35, 0,935 und 0,0935 y 6-Alanin/1000 ml 


noch schwach stimulierend wirken, waihrend 9,35 y dieses Wuchsstoffes 
(Kurve 7c) praktisch inaktiv sind. 

Die gut reproduzierbaren Ergebnisse der Versuche 7, 8 und 9 zeigen 
somit eindeutig, dai zur vollstiindigen Aufhebung der Wachstums- 
hemmung, welche in C-Kulturen der Weinheferasse ,,Dézaley“ in gleich- 
zeitiger Anwesenheit von 25 y (+-)-Biotin und 25 mg meso-Inosit pro 
1000 ml Substrat regelmaBig eintritt, eine Zugabe von mindestens etwa 
23 y D(-+)-Pantothensiure oder 935 y f-Alanin pro 1000 ml vor der 
Impfung der Kulturen nétig ist. Die aufhebende Wirkung der Pantothen- 
siure wird erst sichtbar im Konzentrationsbereich von 0,23—2,3 y/ 
1000 ml, wihrend diejenige des 6-Alanins im Bereiche von 9,35—93,5 y/ 
1000 ml einsetzt. Die ,,molaren Aktivititen‘‘ der beiden Wuchsstoffe 
verhalten sich sowohl bei der vollstindigen Beseitigung des Antagonismus 
als auch beim Einsetzen der aufhebenden Tendenz wie 100 zu 1. 

In einem zehnten Versuch sollten die Mindestkonzentrationen von 
D(-+-)-Pantothensiure und f-Alanin ermittelt werden, welche beim 
Zusatz der Wuchsstoffe im Laufe der Hemmungsphase noch gerade wirk- 
sam sind. Als Kontrollen der Empfindlichkeit des zur Impfung ver- 
wendeten Zellmaterials gegen die betreffenden Wuchsstoffe dienten 
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Kulturreihen, deren Substrate bereits vor dem Impfen mit Pantothen- 
sdure und f-Alanin versetzt worden waren. Gepriift wurden folgende 
Konzentrationen: 25, 2,5, 0,25, 0,025 und 0,0025 y Ca-Pantothenat bzw. 
935, 93,5, 9,35, 0,935 und 0,0935 y B-Alanin pro 1000 ml Nahrl6osung. 
Die Konzentrationen des (-++)-Biotins bzw. des meso-Inosits betrugen 
durchwegs 25 y baw. 25 mg pro 1000 ml. Die Ergebnisse sind in Abb.4 
dargestellt. In bezug auf die Aktivitat der Pantothensiure und des 
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0 48 96 44 Std. 
Abb. 3. Antagonismus des (+)-Biotins gegen meso-Inosit und seine Aufhebung durch D(+)-Panto- 
thensiiure und f-Alanin. 1: 25 7 Biotin/1000 ml. 2: 25 mg Tnosit/1000 ml. 3: 25 y Biotin + 25 mg 
Inosit/1000 ml. 6g bzw. 6h, 6i und 6j: 25 y Biotin + 25 mg Inosit/1000 ml nebst 0,25 bzw. 0,025, 
0,0025 und 0,00025 y Ca-Pantothenat/1000 ml. 7b und 7¢: 25 y Biotin + 25 mg Tnosit/1000 ml nebst 
93,5 und 9,35 y B-Alanin/1000 ml 


B-Alanins bei Zugabe vor der Impfung bestatigen sie durchaus die Re- 
sultate der fritheren Versuche. Die Hemmung wird durch 23 y Pantothen- 
siure (Kurve 6c) vollstandig und durch 2,3 y dieses Vitamins (Kurve 6d) 
nur zum Teil aufgehoben, wihrend 0,23, 0,023 und 0,0023 y (Kurven 6g, 
6h und 6i) unwirksam sind. Sie 1a4Bt sich ferner durch 935 y f-Alanin 
(Kurve 7a) vollstandig und 93,5 y des Wuchsstoffes (Kurve 7b) partiell 
beseitigen, wihrend die Konzentrationen 9,35, 0,935 und 0,0935 y/1000 ml 
(Kurven 7c, 7d und 7g) inaktiv sind. Beim nachtriglichen Zusatz konnte 
eine hemmungsaufhebende Wirkung nur fir 23 y Pantothensaure 
(Kurve 6c) bzw. 935 y B-Alanin (Kurve 7a) nachgewlesen werden. Die 
Wachstumsstimulierung, welche nach Zugabe von 2,3 y des ersten 
(Kurve 6d) bzw. 93,5 y des letzten Wuchsstoffs (Kurve 7b) einzusetzen 
scheint, ist zu gering, um als gesichert betrachtet zu werden (Vergleich 
mit Kurve 3). In Biotin-Inosit-Kulturen mit einer gréBeren Dauer der 
Hemmungsphase (vgl. Wrrin u. Ricnarp 1951b u. 1952) hatte sich viel- 
leicht auch bei diesen Konzentrationen eine fordernde Wirkungder Panto- 
thensiure und des f-Alanins feststellen lassen. Aus Abb.4 ist ferner 
ersichtlich, daB die Wachstumskurven im Falle eines nachtraglichen 
Beimischens dieser beiden Vitamine eine Anpassungsphase (,,period of 
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cellular adjustment‘) aufweisen (vgl. Tab.2 u. 3). Beim Zusatz der 
gleichen Mengen Pantothensaure bzw. f-Alanin (23 baw. 935 y/1000 ml) 
vor der Impfung der Kulturen setzt die Vermehrung der Hefezellen da- 
gegen praktisch ohne Induktionsperiode ein. 
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Abb. 4. Antagonismus des (-+-)-Biotins gegen meso-Inosit und seine Aufhebung durch D(-++)-Panto- 

thensiure und £-Alanin. A: Zusetzen der Pantothensiure bzw. des §-Alanins vor dem Impfen. 

B: Zusetzen der Pantothensiiure bzw. des 6-Alanins nach dem Impfen im Laufe der Hemmungs- 

phase. 2: 25 mg Inosit/1000 ml. 3: 25 y Biotin -+- 25 mg Inosit/1000 ml. 6c bzw. 6d, 6g, 6h und 6i: 

25 y Biotin + 25 mg Inosit/1000 ml nebst 25 bzw. 2,5, 0,25, 0,025 und 0,0025 » Ca-Pantothenat/ 

1000 ml. 7a baw. 7b, 7c, 7d und 7g: 25 y Biotin + 25 mg Inosit/1000 ml nebst 935 bzw. 93,5, 9,35, 
0,935 und 0,0935 y 6-Alanin/1000 ml 


Im Hinblick auf die in der Literatur vorhandenen Diskrepanzen hin- 
sichtlich der Wuchsstoffwirkung der p(—)-Pantoinsaure bei Hefen sei 
zusammenfassend erwihnt, da diese Substanz in unseren Versuchen, 
einzeln oder in Kombinationen mit (-+-)-Biotin, meso-Inosit und B-Alanin 
den Substraten beigemischt, keinen oder héchstens einen auBerst 
geringen fordernden Kinflu8 auf die Vermehrung der ,,Dézaley“‘-Hefe 
auszutiben vermochte. Im gepriiften Konzentrationsbereich (0,0137 bis 
1365,0 mg/1000 ml) zeigte sie aber auch keine hemmende Wirkung. 
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Zusammenfassung 

Bei der auxo-heterotrophen Kulturweinhefe ,,Dézaley“‘ (Stamm CBS 
2897 von Saccharomyces cerevisiae Hansen, isoliert von WIKEN u. 
RicuarpD 1951b u. 1952) erméglicht meso-Inosit in einer Nahrlosung, 
welche Caseinhydrolysat als Stickstoffquelle und Glucose als Kohlen- 
stoff- und Energiequelle enthalt, cine verhaltnismaBig langsame Zell- 
vermehrung, die ohne Induktionsperiode einsetzt und tiber angemessene 
Bebriitungszeiten nur zu einer relativ geringen Héchstausbeute an 
Zellen fiihrt (Tab.1—5, Kurve 2 in Abb.1—4). In gleichzeitiger An- 
wesenheit von (+-)-Biotin und meso-Inosit (25 y bzw. 25 mg/1000 ml 
Substrat) tritt eine antagonistische Interferenz ein, indem Biotin uber 
Zeitspannen, welche zwischen 72 und 500 Std schwanken, die Wuchs- 
stoffwirkung des meso-Inosits hemmt (Tab. 1—5, Kurve 3 in Abb.1—4; 
vgl. Wrk&N u. Ricnarp 1951b u. 1952). 

Der erwahnte Antagonismus des (-+)-Biotins gegen meso-Inosit wird 
durch p(--)-Pantothensaure und deren Bestandteil 6-Alanin aufgehoben, 
wiahrend die zweite Komponente des Vitamins, D(—)-Pantoinsaure, un- 
wirksam ist oder héchstens eine auBerst geringe Férderung des Hefe- 
wachstums auszutiben vermag (Tab.1—5). In gleichzeitiger Gegenwart 
von 25 y Biotin und 25 mg meso-Inosit pro 1000 ml Nahrlosung tritt 
keine Hemmung der Zellvermehrung ein, wenn dem Substrat vor der 
Impfung mindestens 25 y Ca-Pantothenat bzw. 935 y B-Alanin pro 
1000 ml beigemischt werden (Kurven 6a, 6b und 6¢ bzw. 7a in Abb. 1 
bis 4 A). Beim Zusatz des Ca-Pantothenats bzw. des B-Alanins vor der 
Impfung der Substrate wird die hemmungsaufhebende Tendenz erst in 
den Konzentrationsbereichen 0,25—2,5 y bzw. 9,35—93,5 y pro 1000 ml 
sichtbar (Kurven 6g und 6d bzw.7c und 7b in Abb.1—4 A). Sowohl bei 
vollstandiger Beseitigung des Antagonismus als auch beim EHinsetzen der 
hemmungsaufhebenden Tendenz verhalten sich mithin die wirksamen 
Mindestkonzentrationen der Pantothensaure und des $-Alanins, be- 
zogen auf molare Basis, wie 1 zu 100. 

Ca-Pantothenat und f-Alanin iiben auch beim Zusetzen nach der Imp- 
jung der Kultursubstrate im Laufe der Hemmungsphase eine hemmungs- 
aufhebende Wirkung aus (Tab.2, Abb.4B). Als noch wirksame Mindest- 
konzentrationen konnten 25 y baw. 935 y festgestellt werden. Die Dauer 
der Hemmungsphase betrug dabei nur etwa 100 Std. Es ist méglich, daB 
bei groBerer Dauer der Hemmung (vgl. WrKiN u. RicwarD 1951) u. 1952) 
niedrigere Werte fiir die noch aktiven Mindestkonzentrationen der er- 
wihnten Wuchsstoffe ermittelt werden konnen. 

Bei der ,,Dézaley‘‘-Hefe wird eine Zellvermehrung, welche ohne In- 
duktionsperiode einsetzt, mit maximaler Geschwindigkeit verlauft und 
zur maximalen Héchstausbeute an Zellen fihrt, erst durch Zusatz einer 
Kombination von (-++)-Biotin und meso-Inosit mit p(-+)-Pantothensaure 
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oder £-Alanin ermdéglicht. Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen 
Ergebnisse deuten darauf hin, daB dies auf das Vermégen der beiden 
letzten Wuchsstoffe, den Antagonismus des Biotins gegen meso-Inosit 
aufzuheben, zuriickzufiihren ist. 

p(—)-Pantoinsaure tibt im gepriiften Konzentrationsbereich (0,0137 
bis 1365,0 mg/1000 ml Substrat) keine hemmende Wirkung auf das 
Wachstum der ,,Dézaley‘‘-Hefe aus (Tab.3—45). 


Diese Untersuchungen wurden am Institut fiir landw. Bakteriologie und Ga- 
rungsbiologie, Eidg. Techn. Hochschule, Ziirich, ausgefiihrt und aus dem Schweiz. 
Nationalfonds zur Férderung der wissenschaftlichen Forschung unterstiitzt. Den 
zustandigen Behédrden sprechen wir den herzlichsten Dank aus. Wir danken eben- 
falls der Firma Hoffmann-La Roche, Basel, welche uns ein Praparat des D(—)-a- 
Oxy-f, -dimethyl-y-butyrolactons kostenlos tiberlie8. Fraulein A. MoHLER danken 
wir bestens fiir sorgfaltige Assistenz. Die Artbestimmung der ,,Dézaley“‘-Hefe ver- 
danken wir Frau Dr. N. J. W. Krecer-van Ris, Hefeabteilung, Centraalbureau 
voor Schimmelcultures, Laboratorium voor Microbiologie, Delft. 
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Versuche 
zur Erklirung der Schwimmfahigkeit von Kahmhefezellen* 


Von 
S. WINDISCH und C.C. EMEIS 


Mit 3 Textabbildungen 


(Bingegangen am 5. April 1958) 


Die Hautbildung von Kahmhefen auf Flissigkeiten wird mit der 
Sauerstoffbediirftigkeit dieser Organismen in Zusammenhang gebracht 
(LaFaR 1905—1907). Es hat sich gezeigt, da der EinfluB von Sauerstoff 
primar die Zellvermehrung bestimmt und daB erst sekundar bei Erreichen 
einer bestimmten Grenzkeimzahl die Hautbildung einsetzt. So kann durch 
Atmungsblockierung und Sauerstoffentzug die Zellvermehrung und damit 
die Hautbildung unterdriickt werden (Wrypiscu u. EMEIS 1958). 

Versuche mit einer oberflichenaktiven Verbindung, Tween 80, fihrten 
ebenfalls zu einer Hemmung der Hautbildung und damit zu einer Auf- 
hebung der Schwimmfahigkeit der Kahmhefezellen, ohne da hier der 
Atmungsstoffwechsel und die Zellvermehrung behindert wurden (WIN- 
piscH u. Emxts 1958). Da die Zellen aber spezifisch schwerer als die 
Kulturfliissigkeit sind, scheint die Beobachtung, dafB die Schwimmfahig- 
keit durch Zugabe von Tween 80 zur Kulturfliissigkeit verindert wird, 
bedeutungsvoll fiir eine Erklarung der Hautbildung bei Kahmhefen zu 
sein. Durch diese Beobachtung wurden wir zu vorliegender Untersuchung 


veranlaBt. 
I. Methodik 


Versuchsstiamme waren zwei hautbildende Hefen, Hansenula anomala St. H1 
und Candida krusei St. 17. Als Zuchtmedium diente synthetische Nahrlosung nach 
OcuR (0,35% Pepton-Difco; 0,3% Hefeextrakt-Difco; 0,2% KH,PO,; 0.1% 
MgSO, - 7 H,O; 0,1% (NH,4)2504; 2% Glucose in aqua dest.). Die Sterilisation der 
Grundlésung ohne Glucose erfolgte bei 120° C wahrend 30 min im Autoklaven. Die 
Glucoselésung wurde steril filtriert und vor Versuchsbeginn in entsprechender 
Konzentration der Grundlésung zugesetzt. Die beimpften Kulturansatze wurden 
bei 27° C bebriitet. 

Die Tween 80-Konzentrationen wurden in den Ansitzen durch Messung der 
Oberflachenspannung bestimmt, nachdem vorher gezeigt werden konnte, dab 
weder die Hefezellen die Messung stérten noch in der synthetischen Nahrlésung 
(ohne Tween 80) wahrend der Kulturdauer sich die Oberflachenspannung anderte. 


* Herrn Professor Dr. Dr. h. c. A. RrppeL zum 70. Geburtstag. 
Arch, Mikrobiol., Bd. 31 20 


Troptzah/ (Stalagmomerer) 
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Die Bestimmung der Oberflachenspannung erfolgte mit Hilfe eines Stalagmometers 
bei einer Temperatur der zu messenden Fliissigkeit von 27° C. Der Einfachheit 
halber wurde nicht direkt die Oberflachenspannung, sondern die Tropfenzahl einer 
bestimmten Fliissigkeitsmenge, die aus dem Stalagmometer tropft, zur Tween 80- 
Konzentration in Beziehung gesetzt. 

Abb.1 zeigt die Eichkurven fiir Temperaturen von 27° und 15°C. Auf der 
Abszisse sind die Tween 80-Konzentrationen als Logarithmus zur Basis 2, auf der 
Ordinate dié Anzahl der Tropfen aufge- 
tragen. Der Logarithmus zur Basis 2 wurde 
gewahlt, da zur Aufnahme der Eichkur- 
ven Zweier-Verdiinnungsreihen verwendet 
wurden. 

Zwischen Tropfenzahl und Oberflachen- 
spannung besteht folgende Beziehung: 
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68 Fliissigkeit, 
s = spezif. Gewicht der zu untersuchen- 
66 den Flissigkeit, 
Zw» = Tropfenzah! des reinen Wassers, 
bY a = Oberflachenspannung des reinen 
Wassers. 


Die Keimzahlen wurden durch Aus- 
zihlung in der Thoma-Kammer, die Kahm- 
hautbildung visuell bestimmt. 
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Abb. 1. Hichkurven zur Bestimmung der 


II. Versuchsergebnisse 


Tween 80-Konzentration in synthetischer Zuerst wurde das Verhalten der 
Nahrlésung bei 15° und 27° C. Ordinate: Sta ial d 17 at . 

Tropfenzahl; Abszisse: Tween amme un / gegenuber ver- 

80-Konzentration schiedenen 'T'ween-Konzentrationen 


gepriift. Dabei zeigte sich, daB bei 
einem Bebriitungszeitraum von 7 Tagen und bei Tween-Konzentrationen 
von 1—0,5°%, die Hautbildung trotz guten, submersen Wachstums voll- 
kommen unterbunden wurde. Bei geringeren Tween-Konzentrationen 
aber setzte bei langerer Bebriitungszeit Hautbildung ein, bei 0,1°% am 
7. Tage, bei 0,02°, schon nach 48 Std und bei Kulturen ohne Tween 80 
schon nach 20 Std. Das Verhalten der Stimme HJ und 17 unterschied 
sich dabei in keiner Weise. Diese Ergebnisse sprechen fiir eine Abnahme 
der Tween 80-Wirkung bei lingerer Kulturdauer, zeigen aber nicht, 
worauf diese Wirkungsabnahme beruht. 

Um diese Erscheinung niher zu untersuchen, wurden wiahrend der 
Kulturdauer die Zellzahl und die Tween 80-Konzentration quantitativ 
verfolgt. Die Ausgangskonzentration betrug bei diesen Versuchen 0,5 °% 
Tween 80, die Ausgangskeimzahl 1 - 106 Zellen/ml. Abb. 2 gibt das Ergebnis 
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dieser Untersuchungen wieder. Der untere Teil der Abbildung zeigt die 
Wachstumskurve des Stammes 7 unter Einflu8 von Tween 80. Im 
oberen Teil der Abbildung ist der Konzentrationsverlauf von Tween 80 in 
Abhangigkeit von der Kulturdauer aufgetragen. Bis zu einer Keimzahl 
von 2,5: 107 Zellen/ml bleibt die Tween 80-Konzentration unverandert, 
dann fallt sie aber plétzlich ab und nahert sich asymptotisch einem 
bestimmten Wert, der, wie 
weitere Versuche gezeigt 
haben, mit abnehmender 
Ausgangskonzentration von 
Tween 80 immer geringer 
wird. Mit dieser Konzen- 
trationsabnahme kann die 
oben beschriebene Haut- 
bildung bei langer Bebrii- 
tungszeit erklirt werden. 

Diese Tween 80-Abnahme 
kénnte einerseits durch 
einen enzymatischen Abbau 
erklirt werden, andererseits 
liegt aber, da es sich um 
eine oberflachenaktive Ver- 
bindung handelt, der Ge- 


. a= 
danke nahe, da eine ad- Oly —g eae 32 WOR 
sorptive Bindung an die Zeitin Std. 
5 Abb. 2. Abnahme der Tween 80-Konzentration in 
Zelloberflache 4 stattfindet. der Kulturfliissigkeit des Stammes H 1 (Hansenula 
Diese Frage konnte durch anomala), Zur Wachstumskurve in Beziehung gesetzat 


den Reaktionsverlauf ent- 

schieden werden. Liegt eine Adsorption vor, so mite die Beziehung 
zwischen Zellzahl und Tween-Konzentration der ,,Freundlichschen Ad- 
sorptionsisotherme™ gehorchen, wobei allerdings gewisse Fehler durch 
die unterschiedliche ZellgrdBe in Kauf genommen werden miissen. 


Die Gleichung der Adsorptionsisotherme lautet: 
1 


hee”, (1) 
m 

m = Menge des Adsorbens, 

az = adsorbierte Menge, 

¢ — Konzentration in der Lésung nach Einstellung des Adsorptions- 


gleichgewichtes, 
k und » = Konstanten. 
Durch Logarithmieren folgt aus Gl.1 die Gleichung einer Geraden 
log = = —log ¢ +logk. (2) 
20* 
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Setzt man die Anfangskonzentration von Tween 80 = ¢,, die Konzen- 
tration bei der Keimzahl m = c, so ist die adsorbierte Tween-Menge 
a = ¢, —c. Bei Kinfiihrung dieser Werte fiir m, ¢ und a in die Gl.2 muB, 
wenn eine Adsorption vorliegt, bei graphischer Darstellung das Bild einer 
Geraden entstehen. 

Aus rechnerischen Griinden wurde bei Einsetzen der Werte in die Gleichung die 
Keimzahl durch 10’ dividiert und die Tween 80-Konzentration mit 10° multipliziert. 
Hierdurch wird nur die Lage der Geraden im Koordinaten-System verschoben. 

Bei Einsetzen der direkt aus der Wachstumskurve ablesbaren Keim- 
zahlen in die Gl.2 ergab sich nicht das Bild einer Geraden. Wenn aber 
von diesen Keimzahlen der 
Wert 2,5-10? abgezogen, fir 
m also Keimzahl minus 2,5 - 107 
eingesetzt wurde, so erhielten 
wir, wie Abb.3 zeigt, in guter 
Annaherung eine Gerade. Der 
Wert 2,5 - 107 wurde nicht will- 
kirlich gewahlt, er stellt die 


G6 G7 O08 °O9 30 7 243 44 a 6 57 


logc¢ —= Keimzahl dar, bei der, wie aus 

9 : : : , 
Abb. 3. Beziehung zwischen Keimzahl (St. H J) und Abb. tic ersichtlich, die Abnahme 
Tween 80-Konzentration der Tween-Konzentration be- 


ginnt. Dieser Befund macht es 
wahrscheinlich, da in der fliissigen Kultur der Kahmhefe H 7 das Tween 
80 adsorptiv an die Zelloberfliche gebunden wird. 

Weiter kann man daraus folgern, daB wahrscheinlich nicht alle Zellen 
Tween 80 adsorbieren, sondern nur diejenigen, die am Ende der logarith- 
mischen Wachstumsphase neu gebildet werden, also ab einer Keimzahl 
von 2,5 +10? Zellen/ml. Beim Stamm 77 liegen die Verhiltnisse ahnlich. 
nur daB hier die Adsorption schon bei einer Zellzahl von 1 - 107 Zellen/ml 
zu verzeichnen ist und daB die Menge desadsorbierten Tween 80 geringer ist. 

Da in den bisherigen Versuchen nur das Verhalten der Stamme H 7 und 
17 in Tween 80-haltiger Nahrlosung untersucht wurde, muBte festgestellt 
werden, ob auch andere Kahmhefen den gleichen Effekt zeigen bzw. ob 
nicht-hautbildende Hefen kein Tween 80 adsorbieren. Zu diesem Zweck 
wurden eine Reihe hautbildender und nichthautbildender Hefen, die in 
der Tabelle aufgefiihrt sind, in die synthetische Nahrlésung (siehe oben) 
geimpft. 

Ks erfolgte je ein Ansatz ohne und je einer mit Tween 80. Der Ansatz ohne Tween 
80 diente zur Kontrolle der Hautbildung. Bebriitet wurde 48 Std bei 27° C. Danach 
wurde die Keimzahl, die Hautbildung baw. die Konzentration von Tween 80 in den 
Ansatzen bestimmt. 

Aus der 'Tabelle ist ersichtlich, da bei allen Stimmen, die nach einer 
Bebritungszeit von 48 Std in der synthetischen Naihrlésung Hautbildung 
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Tabelle. Hautbildung und Abnahme der Tween 80-K onzentration bei verschiedenen Hefen 


Hautbildung Keimzahl _ Tween cue 
Stamm in Nahrlésung | in Nahrlosung Konzentration 
ohne Tween 80 | mit Tween 80 nach SoPLeore 
Hansenula subpelliculosa 
St. javanica B +- 6,1 - 10’ 0,07 
Hansenula suaveolens St. 1953 W + 2,8 - 10? 0,09 
Hansenula anomala B St. H 2 -- 9,7 - 10° 0,06 
Debaryomyces nicotianae 
St. membranaefaciens = 2,6 - 107 0,50 
Pichia farinosa St. PI IfG — ib oaly 0,50 
Pichia membranaefaciens St. 27 + 3,4 ° 10° 0,25 
Candida mycoderma St. 24 ao 2,0 > 10? 0,33 
Candida albomarginata St. PSMO 15 = 2,6 - 107 0,50 
Candida pelliculosa St. C11 IfG -- 1.810% 0,06 
Saccharomyces cerevisiae St. 37 F —- 9,6 - 10° 0,50 


* Candida pelliculosa bildete stets Pseudomycel, so dali die Keimzahlung 
schwierig war. 


zeigen, diese bei Gegenwart von Tween 80 unterbleibt, und da weiter die 
Konzentration von Tween 80 bei den hautbildenden Staémmen abge- 
nommen hat. Die Abnahme ist allerdings von Stamm zu Stamm ver- 
schieden. Diese Ergebnisse lassen vermuten, daf auch hier eine Adsorp- 
tion von Tween 80 an die Zelloberflache stattgefunden hat. 


III. Diskussion 

In einer friiheren Arbeit (Wrnp1scH u. Emets 1958) war gezeigt worden, 
da bei einigen Kahmhefen nur dann Hautbildung eintritt, wenn in der 
Kulturlésung eine bestimmte Grenzkeimzahl erreicht wird. Diese lag fiir 
den Stamm HJ bei 3,2 - 10? Zellen/ml und fiir den Stamm 7 bei 1,3 - 10° 
Zellen/ml. Weiter konnte gezeigt werden, daB von dieser Grenzkeimzahl 
an das Wachstum der Kahmhefen langsamer verlief, wenn der Nahr- 
losung Tween 80 zugesetzt worden war. Wir mochten annehmen, daf die 
in dieser Arbeit beschriebenen Keimzahlen, von denen ab das Tween 80 
an die Zelloberflache adsorbiert zu werden scheint, mit den Grenzkeim- 
zahlen fiir die Hautbildung identisch sind. 

Da die Grenzkeimzahlen fiir die Hautbildung einen Schwankungs- 
bereich haben, der dadurch bedingt wird, daB die exakte Bestimmung des 
Beginns der Hautbildung schwer zu erfassen ist, ist anzunehmen, daf der 
vorhandene Unterschied von 3,2 + 107 zu 2,5 - 10? bei H 7 und von 1,3 - 10’ 
zu 1,0 - 107 bei Stamm 1/7 zum Teil durch die Schwankungsbreite erklart 
werden kann. Weiter mu8 beriicksichtigt werden, da die Sauerstoff- 
versorgung bei den unter T'ween 80-Einflu8 nur submers wachsenden 
Kulturen nicht ganz mit den Bedingungen einer Tween 80-freien Kultur 
vergleichbar sind, so dafs auch hierdurch die Unterschiede in den erwahn- 
ten Keimzahlen entstehen konnen. 
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Die Adsorption von Tween 80 an die Zelloberfliche der hier unter- 
suchten Kahmhefen und die damit verbundene Unterdriickung der Haut- 
bildung ermdéglichen uns, eventuell einige Schliisse auf die Oberflachen- 
beschaffenheit der Zellen zu ziehen. Tween 80 (Polyoxyathylen-Sorbitan- 
monooleat) ist eine nicht ionogene oberflichenaktive Verbindung mit 
lipophilen und hydrophilen Gruppen. Da die von uns untersuchten 
Kahmhefen das Tween 80 in einem bestimmten physiologischen Stadium 
zu adsorbieren scheinen, liegt der SchluB nahe, daB die Oberfliche der 
Zellen in diesem Stadium einen lipophilen Charakter hat. Weiter spricht 
die Erscheinung der Hautbildung ebenfalls fiir das Vorhandensein 
lipophiler Gruppen in der Zelloberflache, denn die Kahmhefezellen zeigen 
eine schwere Benetzbarkeit und kénnen daher, obwohl sie spezifisch 
schwerer als die Kulturfliissigkeit sind, auf der Oberflache schwimmen. 

In diesem Zusammenhang ist noch auf folgende Beobachtung hin- 
zuweisen: Werden Kahmhefen auf festem Nahrboden kultiviert, so kann 
man feststellen, daf Fliissigkeitstropfen, die auf die Kulturoberflache 
gebracht werden, diese ebenfalls nicht benetzen. Bei nichthautbildenden 
Hefen kann man diese Beobachtung nicht machen. 

Werden nun die fiir die schwere Benetzbarkeit verantwortlichen 
lipophilen Gruppen durch das Tween 80 abgesattigt, so nimmt der hydro- 
phile Charakter der Zellen zu, sie werden voll benetzt und kénnen sich 
nicht mehr an der Oberflache halten. Ahnliche Befunde sind schon bei 
anderen Mikroorganismen, z. B. bei Mykobakterien gemacht worden 
(Damm 1956; Dott 1955; Mrnami 1957). 

Die Tatsache, daB die Tween 80-Adsorption und, wie oben gezeigt, 
damit auch die Hautbildung nur in einem bestimmten physiologischen 
Zustand der Zellen stattfindet, kann von uns noch nicht erklart werden. 
Da die Hautbildung aber mit der Sauerstoffversorgung der Kulturansitze 
im Zusammenhang zu stehen scheint, werden wir in dieser Richtung 
unsere Untersuchungen weiterftihren. 


IV. Zusammenfassung 


In fliissigen Kulturen von Kahmhefen findet eine Adsorption von 
Tween 80 an die Zelloberfliche statt. Dadurch wird die Benetzbarkeit 
der Zellen gesteigert und die fiir diese Organismen sonst typische Haut- 
bildung auf fliissigen Kulturen unterbunden. 


Die Untersuchungen wurden mit dankenswerter Unterstiitzung der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt. 
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(Aus der Botanischen Abteilung Madaus-KoIn) 


Untersuchungen tiber den Einflu8 von Senfolen 
auf die Vermehrung des Influenza-Virus 
im exembryonierten Hiihnerei* 


Von 
ARRIEN G. WINTER und LISEL RINGS-WILLEKE 


Mit 8 Textabbildungen 


(Eingegangen am 11. Juni 1958) 


Gelegentlich der Nachpriifung der von WrInTER u. WILLEKE (1952a, 
1952b) und WrnTER (1953, 1953 b, 1954.a, 1954b, 1957) in vitro und in 
bestimmten Organen bei Tier und Mensch in vivo beobachteten anti- 
bakteriellen und antimykotischen Wirkung der Senfole aus Lepidiwm sati- 
vum, Tropaeolum maius und Cochlearia armoracia stellte GERMER (1954) 
eine gute therapeutische Wirkung dieser Substanzen bei erippalen Infek- 
ten fest, die er fiir virusbedingt hielt. Klinik und Praxis bestatigten diese 
Angaben in den folgenden Jahren in breitem Umfang. Auch lie8 sich fiir 
die echte, durch Hirst-Titer identifizierte Virusgruppe der gleiche Nach- 
weis erbringen. 

Experimentell konnte GERMER zeigen, daB mit Q-Fieber (Rickettsia 
burneti) infizierte Meerschweinchen nach Zufiitterung der Wirkstoffe aus 
Tropaeolum maius keine Fieberreaktion zeigen und da die Komplement- 
bindungsreaktion negativ bleibt. SCHARPENSEEL berichtete dann weiter 
von verbliiffenden Erfolgen bei der Bekimpfung bzw. Prophylaxe der 
Newcastle-disease der Kiiken (atypische Gefliigelpest) durch Zufitterung 
sehr geringer Mengen dieser Stoffe. Es erhob sich nun die Frage, ob diese 
Stoffe die Virusvermehrung direkt oder mittelbar tiber die Zelle beein- 
flussen. Wir neigten nach den Beobachtungen von HALBEISEN (1954) 
iiber die unspezifische Reizkérperwirkung des Wirkstoffes der Kapuziner- 
kresse (Benzylsenfol), die sich vor allem in einem anamnestischen An- 
heben abgeklungener Immuntiter nach peroraler Zufuhr dieses Senfols 
zeigt, zu der Ansicht, daB diese Stoffe die Virusvermehrung tiber eine 
Umsteuerung des physiologischen Geschehens in der Zelle beeinflussen 
(WintErR 1955b). Bestarkt wurden wir in dieser Auffassung durch die 
iiberraschende Wirkung der Senfole aus Tropaeolum maius auf die 
EiweiBverwertung in der Schweinemast (BoncER, WESTERHOFF U. 
Winter 1955), und bei der Aufzucht von Kiiken (SCHARPENSEEL 1955) 
und anderer Nutztiere (GERRIETS u. BROSELL 1957, BrosEuy 1958). 


* Herrn Prof. Dr. A. Rrpret zum 70. Geburtstag. 


Bilee, A.G.Wrnter und Lise, Rinas-WILLEKE: 


Sprossic u. ScHABINSKI konnten dann experimentell zeigen, daB die 
Vermehrung des Influenza-Virus in den Chorioallantoiszellen des exem- 
bryonierten Hiihnereies durch 2,5—10y Kressenwirkstoff/cm? Nahr- 
losung stark vermindert, aber nie ganz gebremst wird, wahrend das Virus 
in vitro selbst bei Einbringen von 400 y/em keinen Aktivitatsverlust er- 
leidet. Die verminderte Virusvermehrung ist dabei nachdiesen Autoren mit 
einer reversiblen Verminderung der Zellatmung verkniipft. SPROssIG u. 
ScHABINSKI schlieBen daher, daB die Virusvermehrung gebremst wird, weil 
keine ausreichenden Energiemengen fiir die Virussynthese zur Verfiigung 
stehen. Diese Feststellungen diirften auf die in vivo-Verhaltnisse tiber- 
tragbar sein, weil wir nach den Untersuchungen von Sricku (1954) auf 


den Schleimhauten — (das Benzylsenfél wird iiber den Respirations- 
trakt ausgeschieden und ist in Lunge, Speichel und Atemluft in aktiver 
Form nachweisbar) — Konzentrationen um 10y erwarten diirfen, 


wenn — wie in der Therapie tiblich — pro Person und Tag 40—60 mg 
Kressenwirkstoff peroral verabreicht werden. 

Es schien nun interessant, gleichsinnige Versuche mit anderen, in un- 
serer Nahrung vorkommenden Senfélen anzustellen, um zu prifen, ob 
vielleicht auch bei Verzehr von Meerrettich, Brunnenkresse usw. eine 
prophylaktische oder therapeutische Wirkung bei Virusinfektionen, ins- 
besondere der echten Virusgrippe, oder grippalen Infekten zu erwarten 
ist. Zwei Griinde lieBen diese Fragestellung als besonders naheliegend 
erscheinen : 

1. Nach den Untersuchungen von WINTER u. Mitarb. zeigen auch 
Senféle aus anderen Pflanzen, wie z. B. dem Meerrettich, nach peroraler 
Aufnahme ein gleiches Schicksal im menschlichen Organismus wie das 
Benzylsenfol aus Lepidium sativum und Tropaeolum-Arten, d.h. sie 
werden betont tiber die Niere und die Schleimhaute des Respirations- 
traktes ausgeschieden (WINTER u. HoRNBOSTEL 1953, HALBEISEN 1957). 

2. Nach den Untersuchungen von Rrines-WILLEKE (unpubliziert) 
unterscheiden sich nun z. B. das Benzylsenfél und das Phenylathylsenfél 
in ihrer Wirkung auf Escherichia coli und in der BeeinfluBbarkeit ihrer 
antibakteriellen Aktivitét durch Emulgatoren (WINTER u. WILLEKE 
1957). Man konnte auf der einen Seite also eine ahnliche Wirkung 
dieser Senfole, auf der anderen Seite aber vielleicht eine gewisse 
Abwandlung der Wirkung auf die Virusvermehrung in der Zelle 
erwarten. 

Wir wahlten fiir diese vergleichenden Untersuchungen daher neben 
dem Benzylsenfél (synthetisch) das £-Phenylithylsenfol (synthetisch), 
das in der Brunnenkresse (Nasturtium officinale), einer hiufig genossenen 
Gemiisepflanze, vorkommt; ferner das Allylsenfél (synthetisch) als Be- 
standteil des Senféls aus Cochlearia armoracia und das native Gemisch 
von Allyl- und Methylthiopentylsenfol aus Cochlearia armoracia. 


Einflu8 von Senfélen auf die Vermehrung des Influenza-Virus 313 


Methodik 


Die Versuche wurden mit dem Influenzavirusstamm A/PR 8 nach der Ziichtungs- 
methode von BERNKOoPF (1949) mit 15—17 Tage alten Bruteiern durchgefihrt. 

Folgende Substanzen wurden in ihrer Wirkung auf die Virusvermehrung ge- 
prift: Synthetisches Benzylsenfol, synthetisches 6-Phenylathylsenf6l, synthetisches 
Allylsenfél und Spermélextrakt aus zerriebenen, fermentierten Meerrettichwurzeln. 

Versuchsansiatze: Da alle genannten Stoffe wasserunléslich sind, wurden Lésun- 
gen in Tween 80 — als Lésungsvermittler — angesetzt, und zwar Benzylsenfol und 
B-Phenylathylsenfél 4°/,ig. Das Allylsenfél wurde zunachst in Spermél gelést, um 
es als Hauptbestandteil des Meerrettichéls unter identischen Bedingungen mit dem 
nativen Spermélextrakt aus Cochlearia armoracia vergleichen zu kénnen. Vom 
Allylsenfél- und Meerrettich-Spermél, deren Gesamtsenfélgehalt in beiden Fallen 
1,14 g/100 g Ol betrug, wurde ein Tween-Emulgat mit folgender Zusammensetzung 
hergestellt: 16,0g Meerrettichél bzw. Allylsenfél in Spermél + 79,4 g Tween 80 
+8,0g Aqua dest. Durch Verdiinnen der Ansatze mit einer Hanksschen 
Nahrlésung, die fiir die Stoffwechselleistung der Chorioallantoismembran im ex- 
embryonierten Ei als optimal angesehen werden kann, wurden die erforderlichen 
Konzentrationen eingestellt. Die Hankssche Nahrlésung enthielt neben dem Senfol 
100 IE/cm? Penicillin und 40 y/em® Streptomycin zur Unterdriickung eventueller 
bakterieller Infektionen. 

Impfmaterial: 11 Tage alte Bruteier wurden mit Influenzavirus in einer Ver- 
diinnung von 10-? in den Allantoissack geimpft; nach 48stiindiger Bebriitung bei 
+ 35°C und anschlieBender 24stiindiger Aufbewahrung bei + 5°C wurde die 
Allantoisfliissigkeit entnommen. Der HA-Titer dieser frisch entnommenen Fliissig- 
keiten lag durchschnittlich bei 1:2560—1:5120. Fiir die Versuchsansitze wurde die 
Viruslésung auf 1:160—1:320 mit Hanksscher Nahrlésung verdinnt. 

Die Virusvermehrung kann, wie erwahnt, prinzipiell von zwei Seiten her beein- 
fluBt werden: 

1. Die der Vermehrung dienende Chorioallantoiszelle wird auf irgendeine Weise 

in der Virusproduktion gestért oder 

2. es besteht eine Wirkung auf die Virusteilchen selbst. 

Zu 1. Um diese Frage zu kliren, wurden die Senfél-Tween-Emulgate mit Hanks- 
scher Losung auf 5 y—2,5 y—1,25 y/cm* eingestellt und gleichzeitig mit dem Virus 
in die exembryonierten Hier (pro Ei 20 cm*) eingefiillt. Pro Ansatz wurde ein 
Kollektiv von 5 Eiern verwendet. Als Kontrolle dienten 5 Eier mit in gleicher 
Weise infizierter Hanksscher Lésung. Sterile Gummikappen dienten als VerschluB 
der Eier. Sie waren von einer mit steriler Watte verschlossenen Glascapillare durch- 
bohrt, durch die die Testfliissigkeit entnommen werden konnte. 

Auf einer um 45° geneigten Drehscheibe wurden 36 Kier eingesetzt und mit 
17 Umdrehungen/Std bei + 37° C im Brutschrank bebriitet. 

Die Probeentnahmen erfolgten nach 4—6—20—22—24—26—28 30—44 und 
48 Std, pro Ei 0,25 em*. Die jeweils von einem Kollektiv vereinigten Fliissigkeiten 
wurden geometrisch mit physiologischer NaCl-Lésung verdiinnt und dann 1:1 
(0,5 cm?:0,5 cm) mit einer frisch hergestellten 0,5°/)igen Hiihnererythrocyten- 
aufschwemmung versetzt. Nach 2 Std bei Zimmertemperatur (lichtgeschiitat) 
konnte der Hamagglutinationstiter abgelesen werden. 

Zu 2. Zur Priifung der direkten Wirkung der Senféle auf das Influenzavirus 
wurden die Senfél-Tween-Emulgate mit Hanksscher N ahrlésung auf 40 y/cm® ver- 
diinnt und dann 1:1 mit infizierter Allantoisflissigkeit (HA-Titer 1:2560—5120) 
15 Std vor Versuchsbeginn bei Zimmertemperatur im Dunkeln stehengelassen. 
Durch die 1:1 Verdiinnung wirkten also 20 y/cm*® Senfél auf die Virusteilchen ein. 
Vor dem Einbringen in die exembryonierten Kier wurden die Ansitze 1:100 mit 


HA-Titer 
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Hanksscher Losung verdiinnt. Dadurch sank der Senfélgehalt auf 0,2 y/em%, eine 
Konzentration, die auf die Chorioallantoiszelle keinerlei EinfluB mehr ausiibt. Als 
Kontrolle diente die infizierte Allantoisfliissigkeit, die 1:1 mit Hanksscher Lésung 
versetzt und in gleicher Weise wie die Senfélansitze behandelt wurde. 
Der weitere Versuchsverlauf ist unter 1. beschrieben. Der Hamagglutinations- 
titer gibt einen Anhalt fiir die Virusvermehrung. Fiir beide Fragestellungen wurden 
die Titer in Abhangigkeit von 
ee der Einwirkungsdauer kurven- 
256|- maBig dargestellt. Durch den 
Vergleich zwischen Kontroll- 
und Senfélkurven kann die 
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4 Pinas am Wirkung der Testsubstanzen 
wel See Pal shovin beurteilt werden. 
Die Beeinflussung der Zell- 


atmung durch die Senfédle 
wurde im Warburg-Apparat 
a : untersucht. Die Senfdlansatze 
wurden in der gleichen Weise 
Soa ARAM (pe AS SEL ss Lg Lh Eg ee : px 
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Abb. 1. Wirkung von Benzylsenf6l auf die Vermehrung pees Zusitz 1G wurde eine 
des Influenzavirus im exembryonierten Hiihnerei, ge- 6°/ ige L6sung von Allylsenfél 
messen am Hiimagglutinationstiter (HA-Titer). Die Kon- in Tween 80 gepriift. Es wurde 
zentrationsangaben in y/em*® geben die Menge des Senfols der »Sauerstottyerbratich savor 

je Kubikzentimeter Nahrlésung an = 

100 mg Chorioallantoisgewebe 

1G} 7 Monirolle | (Frischgewicht) waihrend einer 
2 Versuchsdauer von 7 Std _ be- 
stimmt. Fiir jeden Atmungs- 
Or - ——_— versuch mit Kontrolle und 2 bis 
4 Senfélkonzentrationen wurde 


se ba ecm CE le li ad jeweils eine Chorioallantois- 

5 = membran benutzt, da _ die 

a Gewebe verschiedener Lier 
recht unterschiedlich reagieren 

8 k6énnen. 

fA Ergebnisse 

i Uy el atabe ie _ {22r/ecm) a) In vivo-Versuche 

DMB LBM ODE 6 BEN TREE ESE Die Ergebnisse (Abb. 1 


Abb, 2. Wirkung von Allylsenfél auf die Vermehrung 8 aye es 
des Influenzavirus im exembryonierten Hiihnerei, ge- bis 4) bestatigen fiir das Ben- 


messen am Hiimagglutinationstiter (HA-Titer), Die Kon- zylsenfol zunachst grund- 
zentrationsangaben in y/em*® geben die Menge des Senféls 3 . . 
je Kubikzentimeter Nihrlésung an sitzlich die Befunde von 
SpPROssIG u. SCHABINSKI. 
Der Zusatz in Mengen von 1,25—10y hemmt die Virusvermehrung, und 
zwar um so stiirker, je hdher die Senfélkonzentration ist. Bei 5 y/em$ wird 
kein Virus mehr in die Nahrfliissigkeit ausgeschieden. Gewisse Unterschiede 
bestehen lediglich in der Intensitit der Hemmung. So zeigte sich in den 
Versuchen von Sprésstq u. SCHABINSKI bei 5 ye/m® eine zwar stark 
verzogerte, aber doch noch sehr deutliche Virusvermehrung. 
Nun benutzten Spréssta u. ScHABINSKI einen Spermolextrakt aus 
Tropaeolum maius, der mit Tween 80 emulgiert wurde, wahrend wir das 
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Benzylsenfol (synthetisch) unmittelbar mit Tween 80 in_,,Losung* 
brachten. Aus friiheren Untersuchungen tiber Emulgatorsysteme geht 
aber hervor, dai solche Versuchsergebnisse nur dann verglichen werden 
kénnen, wenn voOllig identische Versuchsbedingungen gewahlt werden 


(WiInTER und WILLEKE ES 


195 7) ‘ ‘ | | Kontrolle 

Die Wirkung des Phee “| — a ; 
nylathyl- und des Allyl- . SL 126y/ com 
senféls (Abb. 2 u. 3) so- Sy e721 
wie des Spermélextraktes & 

. 6 Zoey COM a eee 
aus Cochlearia armoracia | - | S| Fi) \ veneer in 
(Abb. 4) bestatigen zu- g l kia . 
nichst unsere Vermu- 4 Se, phe 

nae x / O/C 
tung, da8 wahrscheinlich 0 Fre ae ee ree ed ed 


i | OI Win en 

auch diese Senféle bzw. 

F es i Abb. 3. Wirkung von Phenylithylsenfél auf die Ver- 

ihre Tragerpflanzen einen mehrung des Influenza- Virus im exembryonierten Hiihnerei, 
: gemessen am Himagglutinationstiter (HA-Titer). Die Kon- 

prophylaktischen bzw. zentrationsangaben in y/em® geben die Menge des Senféls 

therapeutischen Effekt je Kubikzentimeter Nahrlosung an 


bei Virusinfektionen der 
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i he, daB das 
auf die Tatsache, dab Abb. 4. Wirkung von Meerrettich-Senfél auf die Ver- 


Benzylsenfél einen etwas mehrung des Influenza-Virusim exembryonierten Hiihnerei, 
5 | gemessen am Hamagglutinationstiter (HA-Titer). Die Kon- 

starkeren Effekt auf die zentrationsangaben in y/em* geben die Menge des Senféls 

Virusvermehrung zeigt je Kubikzentimeter N ihrlésung an 


als die anderen Senfodle. 
Etwas tiberraschend war fiir uns angesichts der oben genannten Unter- 


schiede von Phenylathylsenfol und Benzylsenfél in ihrem Verhalten 
gegentiber Escherichia coli und bei Emulgierung mit Losungsvermittlern, 
daB sie in diesen Versuchen iiber die genannten quantitativen Abweichun- 
gen hinaus keinerlei differente Wirkung erkennen lieBen. 

Da (Abb. 6) die Kurven fir Meerrettich-Spermélextrakt und die 
Lésung von Allylsenfol in Sperm6] gleichsinnig verlaufen, ist anzunehmen, 
daB die Wirkung des Meerrettichextraktes vor allem auf das Allylsenfol 


zuriuckzuftihren ist. 


HA-Titer 


HA-Titer 


316 A. G. WinTER und Lise, Rines-WILLEKE: 


b) In vitro-Versuche 
Die Unterschiede im Kurvenverlauf (Abb. 5—6) zwischen der Kon- 
trolle und den mit 20 y/em* vorbehandelten Ansatzen liegen in der 
Fehlergrenze, d. h. daB diese Senféle in Konzentrationen von 20 y/em$ 
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Abb. 5. Vermehrung von Influenza-Virus im exembryo- 
nierten Hiihnerei nach 15 Std. Vorbehandlung des Virus 
in einer Lésung von 20 y Benzylsenfél bzw. 
B-Phenylithylsenfél pro Kubikzentimeter 
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Abb. 6. Vermehrung von Influenza-Virus im exembryo- 
nierten Htihnerei nach 15 Std. Vorbehandlung des Virus 
in einer Lésung von 20y Allylsenfél bzw. Meerrettich- 
wirkstoff (natives Gemisch von Allylsenfél und 
Methylthiopentylsenf6l) pro Kubikzentimeter 


keinen unmittelbaren in- 
aktivierenden EinfluB auf 
das Influenza-Virus aus- 
iiben. Somit wirken alle 
untersuchten Senfdle stets 
nur mittelbar iiber die Zelle 
auf die Vermehrung des 
Influenza- Virus ein. 


c) Atmungsversuche 


Ob die Vermutung von 
SPROSSIG u. SCHABINSKI, 
da die verminderte Virus- 
ausscheidung bei Einbrin- 
gung von Benzylsenfol auf 
eine reversible Hemmung 
der Zellatmung zuriickzu- 
fiihren ist, zutrifft, und ob 
diese Vermutung auch auf 
die anderen, hier unter- 
suchten Senfdle  auszu- 
dehnen ist, konnten 
nur weitere Messungen 
der Zellatmung und an- 
dere stoffwechsel-physiolo- 
gische Untersuchungen 
an Gewebekulturen von 
Chorioallantoiszellen (vgl. 
Eaton 1952) klarstellen. 
Vorversuche ergaben, daB 
die Atmung der Chorio- 
allantoiszellen auch bei 
volliger Hemmung der 


Virusvermehrung durch 5 y Benzylsenfél/em? Nahrlésung mit hoher 


Intensitat weiterliuft. 


Systematische Versuche mit dem Benzylsenfol (Abb.7) ergaben bei 
1,25y regelmiBig eine deutliche Erhéhung des Sauerstoffverbrauchs um 10 
bis 30°/, und zwar wahrend der ganzen Versuchsdauer. Bei 2,5 y wurde 
die Atmung etwas gehemmt, um bei 5 y/cem’, also der Konzentration, die 


Einflu8 von Senfélen auf die Vermehrung des Influenza-Virus 317 


zu einer volligen Hemmung der Virusvermehrung geniigt, um 30—40°/, 
abzusinken. Bei Erhéhung der Konzentration auf 10y erfolgte eine 
weitere Hemmung des Sauerstoffverbrauchs in der GréBenordnung, wie 
sie auch Sprossic u. SCHABINSKI gefunden hatten. SpROssiG beobachtete 
dagegen bereits bei 1y eine Hemmung, und bei den tibrigen Konzentra- 
tionen war die Minderung des Sauerstoffverbrauchs wesentlich starker 
als bei uns. Man konnte 
geneigt sein, diese Abwei- #@r— 
chung damit in Zusammen- 
hang zu bringen, da®B wir “7 
ein Emulgat des Benzyl- in 
senfols mit Tween 80 in “% 
Lésung brachten, wahrend. i= 
Sprossic einen Spermdlex- 
trakt aus T'ropaeolum maius 

mit Tween 80 emulgierte. , 2 2 5 m7 5 , 7h 
Als zusatzlicher Faktor war Abb. 7. Sauerstoffverbrauch von 100mg Chorioallantois- 


in seinem System also das ™membran im Warburg bei Zugabe von Benzylsenfél 
(4°/, Senfél in Tween 80 gelést) in Konzentrationen 


emulgierte Spermél vorhan- von 107—5 y—2,5 y—1,25 y/om® Nahrldsung 

den. Wir wissen aber aus 

friheren Untersuchungen ARE ae i a 
Mmm U9 | | | 


(WINTER u. WILLEKE 1957), 
daB z.B. auch die bakte- 
riostatische Wirkung mit 
Tween 80 emulgierten Ben- 
zylsenfdls durch die Gegen- 
wart von Spermél beeinfluBt 
wird. Doch scheint diese 
Annahme nicht stichhaltig, , 7 5 : 5 r - a 


wenn, man bedenkt, daB Abb. 8. Sauerstoffverbrauch von 100mg Chorioallantois- 
beim Allylsenfol mit und membran im Warburg bei Zugabe von Allylsenfél 
os : ; (6°/, Senfél in Tween 80 geldst) in Konzentrationen von 
ohne Spermol die Wir kung 10 y—5 y—2,5 y/em® Niéhrlosung. Es sind zwei getrennte 
auf die Atmung gleich- Versuche (I; IT) dargestellt 
sinnig ist. Allerdings mu8 
beriicksichtigt werden, daB nach Rincs-WILLeKE (unpubliziert) Allyl- 
und Benzylsenfél auf einen Zusatz von Spermol z. B. beziiglich ihrer 
pakteriostatischen Wirkung unterschiedlich reagieren kénnen. 
Besonders interessant scheint uns die Beeinflussung der Zellatmung 
durch das Allylsenfél (Abb. 8). Die Atmungswerte bei 5—10 y streuen um 
die Kontrollwerte. Aus einer groBeren Anzahl von Versuchsserien, von 
denen zwei Versuche in Abb.8 wiedergegeben sind, diirfen wir entnehmen, 
daB 5 y Allylsenfél/em® Nahrlésung, die ja (vgl. Abb. 2) zu einer volligen 
Hemmung der Virusvermehrung in den Chorioallantoiszellen gentgen, 
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keinen ungiinstigen EinfluB auf die Atmung austiben. Selbst bei 10: - 


ist nur eine schwache Hemmung zu erkennen. Man gewinnt fiir 2,5 und 
auch 5y eher den Eindruck einer Atmungsstimulation. Gleichsinnige Er- 
gebnisse haben wir mit Tweenemulgaten von Allylsenfél in Spermdl er- 
halten; hier trat bei 2,5 und z.T. noch bei 5y die Atmungssteigerung 
sehr deutlich (bis zu 30°/, Steigerung) hervor. | 

Diese Ergebnisse besagen, daB durch das Allylsenf6l eine véllige 
Sistierung der Virusvermehrung erfolgt, ohne daB die Zellatmung beein- 
trachtigt wird. Nun geniigen bei allen untersuchten Senfélen 5 y/em$ fir 
eine vollige Bremsung der Virusvermehrung, so auch beim Benzylsenfol. 
Das deutet auf einen gleichsinnigen Wirkungsmechanismus aller dieser 
Substanzen. Somit ist unwahrscheinlich, daB die durch 5y Benzyl- 
senfol erzielte véllige Hemmung der Virusvermehrung mit der bei dieser 
Konzentration zu beobachtenden Verminderung der Zellatmung in Zu- 
sammenhang gebracht werden darf. 
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Das Stoffgebiet der Mikrobiologie, das Rippel- Baldes in forinvollendetee ‘Ditetelideg 
gestaltet hat, wurde in diesem Lehrbuch so umgrenzt, daB es alles das bietet, was als 
Ergainzung dessen erwiinscht und wirklich notig ist, ,,was schon, insbesondere in der 
Botanik, bisher gelehrt wurde“. Damit wird ein heterogener Horerkreis erfaBt und 
befriedigt, der sich ,,aus Naturwissenschaftlern, Chemikern und Landwirten zusammen- 
setzt‘‘. Erst bei griindlichem Studium des Buches wird man sich voll und ganz bewuBt, — 
wieviel da erginzt werden muB und wie zahlreich und verschiedenseitig die Briicken und a 
Faden sind, die die Mikrobiologie mit der Makrobiologie verbinden. Umfassendes a 
Wissen, reiche Erfahrung, vollendetes didaktisches Kénnen sind die Bedingung, unter || 
der es so meisterhaft gelingen konnte, alle diese oft sehr verborgenen Faden aufzu nden 
und an richtiger Stelle in das harmonische Gesamtbild der Mikrobiologie einzufigen, . 
einer relativ jungen Disziplin, die als eigene Wissenschaft ja erst umgrenzt werden muB. 
In der neuen Auflage ist auch die neueste Literatur beriicksichtigt, und es ist bewunderns- 
-. wert, mit welcher Klarheit bei aller Knappheit des zur Verfiigung stehenden Raumes 
auch Abschnitte behandelt werden, die sich auf Forschungsgebiete beziehen, die in 
stiirmischer Entwicklung begriffen sind, wie etwa die iiber Antibiose und Antibiotika a) 
oder iiber Bakteriophagen. .. . “2a ',,Protoplasma‘ 


. Der Verfasser legte besonderen Wert auf die Herausarbeitung biologischer Zusammen- 
hange. So sind die physikalischen und chemischen Reaktionsméglichkeiten des lebenden 
Plasmas unter der Kinwirkung von Licht, Luft, Wirkstoffen, organischer und anorgani- IT 
scher Nahrung von allgemeiner Bedeutung und zeigen mannigfaltige Parallelen zum {J 
Geschehen in der Zelle der systematisch héheren Organismen. Die Verbreitung der 
Mikroorganismen in der Biosphare, ihr Anteil am Kreislauf der Stoffe, an der Humus- |] __ 
bildung, am Zusammenleben mit Pflanze und Tier machen eine Isolation des Gebietes 1 9 
unmdglich und betonen die vielfaltigen Verbindungen zu den Nachbardisziplinen. | 
Das Buch ist nicht nur fiir Biologen, sondern besonders auch fiir Landwirte, Agrikultur- 
chemiker und Bodenkundler ein unentbehrliches Hilfsmittel, da die Erhaltung und 
Mehrung der Bodenfruchtbarkeit in héchstem MaBe von Umsetzungen abhiangig ist, 
bei denen die Mikroorganismen eine groBe Rolle spielen. 


, Zeitschrift fiir Pflanzenernahrung“ 


- Die Darstellung ist im besten Sinn knapp, klar und immer kritisch, das Bildmaterial 
ist gut gewihlt und instruktiv, die Zitierung der Literatur sehr gliicklich. Gegeniiber der 
2. Auflage erfolgte Vermehrung der Abbildungen und des Umfangs, die neuesten Ergeb- 
nisse wurden, entsprechend gesichtet, kritisch verwertet. Das Buch ist fiir alle unmittel- 
bar Interessierten unentbehrlich und wird dariiber cat edo in vielen Fallen wertvolle — |f 
Hilfe leisten kénnen. al 


Professor Geitler, Wien, in \ iach on Botanische Zeitschrift“ 
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